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ANNALES 


DE 


LINSTITUT PASTEUR 


RECHERCHES IMMUNOCHIMIQUES 
SUR LA BACTERIDIE CHARBONNEUSE 


Il. — LES FRACTIONS PROTEIDIQUES DU LIQUIDE D’EDEME 
CHARBONNEUX ET DES EXTRAITS DE @. ANTHRACIS (’) 


par Pizrre GRABAR et Anne-Marie STAUB. 


(Unstitut Pasteur.) 


Ayant mis en évidence l’existence de deux polyosides spécifi- 
ques de B. anthracis dans le liquide d’cedéme charbonneux [13], 
nous nous sommes demandé si leur présence suffirait a justifier 
la courbe de précipitation spécifique obtenue avec le sérum 811 
et le liquide d’cedéme (fig. 1 [413]). Or un fait vient immédiatement 
a lencontre de cette supposition, établissant une différence pro- 
fonde entre les polyosides et le liquide d’cedéme. 

Nous avons vu que seules les euglobulines contenaient des anti- 
corps antipolyosides, s’opposant ainsi aux pseudoglobulines qui 
n’en contiennent pas. Les résultats sont tout autres lorsqu’on 
précipite le sérum total, et la solution d’euglobulines qui en 

_ dérive, par le liquide d’cedéme et ses fractions : le précipité est 
| beaucoup plus riche en azote avec le sérum qu’avec les euglo- 
bulines seules ; ceci reste vrai lorsque le sérum et les euglobu- 
lines ont été préalablement épuisés par le polyoside b (tableau I). 
_ En d’autres termes, il y a plus d’anticorps précipitables par le 
liquide d’cedéme dans le sérum total que dans les’ euglobulines. 
D’autre part on retrouve la précipitation observée avec le sérum 


(*) Mémoire présenté 4 la séance du 3 juin 1943 de l’Association des 
Microbiologistes de Langue Frangaise. 
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total, en précipitant, par le liquide d’cedéme, un mélange d’euglo- 
bulines et de pseudoglobulines reconstituant le sérum initial. C’est 
ce que montre ]’expérience I 


Expénience I. — On précipite par 12 c. c. de liquide d’cedéme, d'une 
part 2 c. c. de sérum, d’autre part 2 c. c. de solution d’euglobulines 
(ramenées exactement au volume du sérum dont elles proviennent), 
enfin 2 c. c. de solution d’euglobulines + 2 c. c. de pseudoglobulines 
ayant ainsi reconstitué 2 c. c. du sérum. On obtient les chiffres sui- 
vants : 


y v'N 
dans le précipité 
spécifique 
Sérum 43.2 eT fl, ore 405 
Huglobulines’. ss. 0s, aeeeieeane tee) eS Cena eer ere 84 
Euglobulines + pseudoglobulines...........+.... 110 


On remarque la similitude des deux chiffres trouvés pour le sérum 
intact et pour le mélange de ses deux constituants. La différence de 
5 p. 100 correspond a l’ordre de grandeur des erreurs expérimentales. 


Il y a done parmi les pseudoglobulines des anticorps suscep- 
tibles d’étre précipités par le liquide d’cedéme, lorsqu’ils se trou- 
vent en présence des autres anticorps précipitants, bien que seuls 
ils ne précipitent pas. Nous n’avons, en effet, jamais observé de 
précipité en mélangeant le liquide d’coedéme avec les pseudo- 
globulines de l’immunsérum anticharbonneux (Cf. [43], tableau I). 


TasBLeau I, 


y D'N DANS LES PRECIPITES SPECIFIQUES 
obtenus par centimétre cube 
LIQUIDES D’OEDEME 
(L. 2d.) et les fractions 


de ces liquides 


de sérum 81i 

‘d’euglobulines 
de sérum 811 Y (2) 
deuglobulines Y (2) 


L. OEd. 11 total 

Fraction 6 du L. OKd. 44... 
Fraction a du L. OEd. 44... . 
Fraction a du L. OKd. 12... . 
L. OFd. 13 total 

Fraction 6 du L. OFd. 13. 
Fraction a du L. Okd. 13... 


(1) Sérum 811, sérum anticliarbonneux. 
(2) Y; épuisé par le polyoside b. 
(3) Euglobulines, euglobulines du sérum 811 (Cf. Matériel) (43). 


- 
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Ce n'est pas la premiére fois que pareille observation apparait 
dans la littérature immunologique. On sait que la combinaison 
antigéne-anticorps n’est pas nécessairement insoluble. Sans parler 
des composés solubles de la zone d’excés d’antigéne (zone d’inhi- 
bition), i suffit de se rappeler que certains anticorps, qui font 
justement partie des pseudoglobulines du sérum de cheval (comme 
les antitoxines et les antiprotéides), ne forment avec leurs anti- 
genes homologues des composés insolubles que dans une zone 
relativement restreinte. Notons enfin l’observation de Ramon {9}, 
d’aprés laquelle l’antitoxine purifiée (pseudoglobulines de 1’im- 
munsérum) neutralise la toxine mais ne la précipite pas. 

Mais il y plus. Rénaux [40] observe qu’un sérum antidiphté- 
rique chauffé ne précipite plus, ou mal, mais participe a la flocu- 
lation si on ajoute de l’immunsérum frais. Pappenheimer [7], puis 
Heidelberger et ses collaborateurs [4] étudient le sérum d’un 
cheval qui, aprés deux séries d’injections intraveineuses d’oval- 
bumine, ne précipite pas cet antigéne. Ce sérum inhibe néanmoins 
la précipitation d’un sérum de lapin anti-ovalbumine par | ’oval- 
bumine. De plus l’étude quantitative de ce systéme précipitant, 
a la limite de la zone d’équivalence, montre qu’il y a plus d’azote 
dans le précipité obtenu en présence de sérum de ‘cheval (non 
précipitant) qu’en Vabsence de celui-ci. 

Ces faits s’expliquent par la formation de composés solubles, 
donc invisibles, entre l’ovalbumine et les anticorps du sérum de 
cheval. Ces composés bloquent les groupements antigéniques de 
Vovalbumine et l’empéchent de réagir avec les anticorps homo- 
‘logues du sérum de lapin; d’autre part, «en présence des anticorps 
normaux ou plurivalents (du lapin), les anticorps de degré infé- 
rieur ou univalents (du cheval), s’ajoutent aux agrégats, qui se 
séparent de la solution aprés l’addition de |’antigéne plurivalent ». 
Telle est l’explication donnée par les auteurs aux résultats quan- 
titatifs expérimentaux [4]. 

Dans le cas qui nous occupe, on pourrait assimiler aux anticorps 
« monovalents » de Heidelberger les anticorps présents dans les 
pseudoglobulines du sérum anticharbonneux, non précipitables 
par le liquide d’cedéme, mais entrainables au cours de la préci- 
pitation des anticorps appartenant aux euglobulines ; ces derniers 
seraient l’équivalent des anticorps « plurivalents ». Nous avons 
essayé de traduire ce raisonnement d’une fagon plus concréte dans 
le schéma ci-dessous. Admettons que dans la bactérie et par consé- 
quent dans le liquide d’cedéme les polyosides (Pa et P») soient 
liés A une autre substance antigénique X dont les anticorps homo- 
logues C appartiendraient aux pseudoglobulines. 

Pour rejoindre les faits expérimentaux, il nous suffit de sup- 
poser qne les combinaisons CX,Pa et CX,Po, qui se forment dans 
le mélange, pseudoglobulines + liquide d’cedéme, sont solubles 
dans les conditions ou nous nous plagons ; tandis que les com- 
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Antigénes | 


et hapténes Polyoside a Substance inconnue Substance inconnue Polynss 
—_—————_— Po 


du liquide bo Sa Se, . 

ue d'adéme. t | oo eel | 
ve awl 

Anticorps C 


is aor du serum, 814. Asiwate aside a be Anti-X — Antinolen 
’ (Euglobulines) (Pseudoglobulines) (Euglobul 


Vig binaisons AP,X, BP,X (mélange euglobulines + liquide d’cedéme) 
am et AP«aXC, BPvXC (mélange euglobulines + pseudoglobulines 
4 A + liquide d’cedéme, c’est-a-dire sérum + liquide d’cedéme) sont inso- 
ue lubles dans les mémes conditions. 
it. Quelle pourrait étre la nature de cette substance X ? Nous avons 
i. pensé a un protéide et ceci pour deux raisons : 1° parce que nous 
ea séparons cette substance des polyosides lorsque nous précipitons 
x nos extraits ou le liquide d’cedéme par l’acide trichloracétique ; 
2° parce que les anticorps homologues se trouvent parmi les 
pseudoglobulines de l]’immunsérum. On. sait, en effet, qu’on | 
trouve en général les antipolyosides parmi les euglobulines et les 
antiprotéides parmi les pseudoglobulines des immunsérums de 
Tap cheval (Cf. par exemple Grabar [2)). 
— Nous avons essayé, au cours de ce travail, de justifier lhypo- 
vat thése que les polyosides se trouvent, aussi bien dans le liquide 
ae d’coedéme que dans les extraits microbiens, liés a des pro- 
ee téides (Pa —X, et P»—X,). Nous ne possédons pour le moment 
ee: aucune donnée sur le mode de leur union : véritables composés 
od glucoprotéidiques, ou bien complexes ou cénapses [6] glucido- 
protéidiques. Dans ce qui suit, nous les désignerons soit par 
rr. « glucido-protéides », soit par le terme de cénapse qui a été 
at imaginé pour désigner des substances hétérogénes dont les consti- 
A tuants sont unis par des liaisons indéterminées [6]. 
a Afin de mettre en évidence lexistence de ces glucido-protéides, 
nous avons étudié des fractions protéidiques obtenues a partir, 
soit du liquide d’cedéme, soit dextraits microbiens, Nous allons | 
passer en revue successivement : 
A. Les protéides précipités de la fraction b du liquide d’cedéme 
| par l’acide trichloracétique. 
es B. Les protéides précipités de la fraction a du liquide d’cedéme 
- par acidification & pH 4. 
C. Les protéides précipités des extraits microbiens par acidi- 
ial fication & pH 4. 


Le A. Proviipes PRECIPITES DE LA FRACTION 6 DU LIQUIDE -D’ OEDEME 
PAR L’ACIDE TRICHLORACETIQUE. — On sait que l’acide trichlor- — 
9 acélique dénature les protéides mais que celte dénaturation peut 
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étre diminuée, lorsqu’on prend la précaution de travailler a froid. 
Nous avons donc effectué toutes nos opérations au-dessous de 5°. 
Malgré cette précaution, les protéides précipités de la fraction a 
restent presque totalement insolubles et ne peuvent étre étudiés 
par des réactions immunologiques in vitro. Au contraire, ceux 
de la fraction b restent parfaitement solubles. 


Préparation des « protéides b ». — On précipite, par un égal volume 


acide trichloracétique N/2 et a froid, la fraction b du liquide d’cedéme 


préparée suivant la technique indiquée dans notre premier mémoire [43] 
On centrifuge. On reprend le précipité par de la solution physiolo- 
gique. On neutralise. La solution neutre claire est précipitée une 
deuxiéme fois par l’acide trichloracétique ; aprés dissolution de ce 
deuxiéme précipité dans la solution physiologique on dialyse plusieurs 
jours contre une solution tampon isotonique de phosphates M/15 A 
DH 7,5 (PO,Na, H M/15 : 80,8c. c.+PO,KH, M/15 : 19,2c.c.+NaCl0,5g.). 
On centrifuge sil y a lieu. La solution parfaitement stable, additionnée 
de merthiolate pour la conservation, est gardée dans des ampoules scel- 
lées a froid. . 


Comme on le verra par la suite, le protéide b ne contient pas 


de polyoside b libre entrainé dans le précipité spécifique. 
L’ étude immunologique qualitative de cette fraction a donné le 
résultats suivants : 


PRECIPITATION 
observée avec 


les protéides 6 


Serum: Site tovaley eet ee) seeks ag on Ren Ae oe ae |. 
Sérum 811 épuisé par le polyoside 6. — Sarit 
irc aite SaeerMeeR felis A Mo Mreaeriefeis cn Sho Sa ye Sy es + 
Euglobulines épuisées parle polyosideb ... . ..... 0 
PERS AMIM A I S S Bie ere ee tanenes co een go nae peo 0 


Comme la fraction 6’ du liquide d’cedéme dont ils proviennent, 
les protéides b ne précipitent plus le sérum ou les euglobulines 
préalablement épuisés par le polyoside b. Ils ne précipitent pas 
non plus les pseudoglobulines. 

L’ étude semi-quantitative de la précipitation du sérum 811 par 
ces protéides ne donne un point de, saturation qu’avec des quan- 
tités de protéides correspondant & de grands volumes de liquide 
d’ceedéme (12-13 c. c. pour 2c. c. de sérum) comparables a ceux 
que nous avions trouvés nécessaires d’utiliser pour saturer le 
sérum par le liquide d’cedéme total (voir mémoire précédent [43)). 

L’étude du sérum épuisé par les protéides b (expérience II) 
montre que, si le polyoside b peut absorber du sérum tous les 
anticorps précipitables par les protéides (Cf. euglobulines épui- 
sées, étude qualitatitve), la réciproque n’est pas vraie : les pro- 
téides b ne peuvent pas éliminer du sérum tous les anticorps- 


antipolyosides b. 


4 ‘ 
re EXPERIENCE II. toa 
ae PRECIPITATION 
i observée avec 
‘ j le sérum 811 : 
Ft! épuisé par j 
“Sa un léger excés 
‘ae de protéides 6 ; 
ah 
ie ; Sorular SR Oe a eee Bsc Baie +4- 
< Proteidesthy tvs...) 49 coy as Cee Ge pe a ee ee 0 ; 
a. POLYGSIGE b)- 2), 45s just iy ee Salk A ee ee meena vee + . 
4 ¥ . L’étude immunologique quantitative donne les courbes A et B® 
de la figure I. La courbe A a été obtenue en précipitant le 
me,  sérum 811 par les protéides b (composé BPsXC du schéma), la 
A + , 
ee). 
ae 
{ ne S y XA 
* 2 V.7 (8PbxC) 
7? 5 2 
4 , bie) Ae 
- 4! a ” B ' 
hii « ¥ Ee Se” SL PSE MOT FS 
4c) So By ET (BPX) 
oe Q Sen A x PRECIPITATION OU SERUM 811 (2¢™3) PAR LES 
ote x x PROTEIDES Db. 
e v Y PoInT D'EQUIVALENCE DE LA COURBE A 
¥ * ond Pp, 
j £ 1 B e PRECIPITATION DES EUGLOBULINES (2°) PAR 
N * « . iy 
. $ ae Co ERA Ph st Ohare 
) ‘ 
: a 005 0,7 OE 0,2 
x mg. de polyoside b 
is ee 7 Peiy 
As cm3 de /a solution des protédes b 
a ¥ Fic. 1. — Courbes de précipitation du sérum et dés euglobulines par les pro- 


téides 6 et le polyoside b (la solution de protéides b a été ramenée au volume 
y ae de l’@déme initial). 


courbe B en précipitant les euglobulines du méme sérum par ces 
mémes protéides (BP;X). Nous avons figuré, en outre, en C la 
courbe représentant la précipitation du sérum par le polyo- 
side b (BPv). On peut tirer de cette étude quelques remarques : 


i 1° Le tracé irrégulier de la courbe A serait provoqué, pensons- 


nous, par la solubilité du composé BP»XC en présence d’un 
excés d’anticorps C. Par contre, les euglobulines seules donne- 
raient avec le méme antigéne des combinaisons BP»X insolubles, 
méme en présence d’un excés d’anticorps B. Cette hypothése 


aa expliquerait les différences observées entre les quantités de pré- 


; cipité obtenues avec le sérum total ou les euglobulines et des — 
petites quantités de protéides b (début des courbes A et B). 


ee 
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2° Le maximum de la courbe A (sérum total) est au-dessus de 
celui de la courbe B (euglobulines) ; le méme écart se retrouve 
toutes les fois qu’on compare au point d’équivalence les quantités 
de précipité obtenues avec, d’une part, le sérum total et les pro- 
téides b, et, d’autre part, les euglobulines et les mémes protéides 
(tableau II). Cet écart représente l’azote des anticorps antipro- 
téidiques C entrainés dans la précipitation du composé BPsXC. 

Nous avons porté aussi dans le méme tableau II les valeurs 


TABLEAU II. 


y D'N DANS LE PRECIPITE OBTENU 
4 la saturation par centimétre cube 


FRACTIONS DU LIQUIDE D’OEDEME 


(L. Cad.) 


de sérum 811 
Différences 


d’euglobulines 


(BPs + BP2X) 
60 


Combinaisons spécifiques précipitées. . 
Polyoside } 


Combinaisons spécifiques précipitées. . 
Protéides 6 extraits du L. OKd. 41... 
Protéides 6 extraits du L. OEd.13 .. . 
Protéides 5 extraits du L. OEd. 144... 


données par le dosage des précipités obtenus en mélangeant les 
mémes sérums et euglobulines avec la fraction b totale du liquide 
d’cedéme, dont proviennent les protéides b. On peut s’étonner de 
ne pas retrouver les mémes écarts que dans le cas des protéides. 
En effet, si tous les protéides de la fraction b totale se trouvaient 
dans les « protéides b », on s’attendrait a ce qu’ils entrainent les 
mémes anticorps. L’expérience montre qu’il n’en est rien. Nous 
pensons que la précipitation par l’acide trichloracétique a pu 
dénaturer légérement les protéides, rendant certains de leurs 
groupements inaptes A s’unir a leurs anticorps homologues (C). 

3° La courbe B (correspondant a la précipitation du com- 
posé BP,X) est bien au-dessous de la courbe C. Or celle-ci repré- 
sente la précipitation des anticorps antipolyosides b par ce polyo- 
side (BPs). Elle devrait donc étre légérement au-dessous de la 
courbe B (BP»X), ou tout au moins coincider avec elle, puisque 
les termes X, provenant de |’antigéne, n’entrent que pour une 
trés faible part dans l’azote du précipité spécifique. C’est bien ce 
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que l’on observe avec la fraction b totale du liquide d’cedéme qui 
contient du polyoside b libre A cdté de la cénapse glucido-pro- 
téidique (tableau II) : les chiffres obtenus avec les euglobulines 
(60-58 y d’N) ne sont que trés légérement supérieurs a ceux 
obtenus en précipitant ces mémes euglobulines par le polyoside b 
libre (52 y). 

Le fait que le tracé de la courbe B est au-dessous de celui de 
la courbe C prouve que le polyoside b, contenu dans le glucido- 
protéide, ne peut pas précipiter tous les anticorps antipolyo- 
sides b, ce qui confirme ’observation déja mentionnée dans |’étude 
de la saturation (1) [C/. Etude semi-quantitative, p. 133]. Il faut 
donc penser que certains des groupements du polyoside b se 
trouvent bloqués, par suite de leur union avec le protéide. Une 
constatation analogue, quoique légérement différente, ressort de 
Vétude de lantigéne glucido-lipidique O typhique par Hornus et 
Grabar [6]. Ces auteurs ont montré, en effet, qu’on pouvait conclure 
au blocage de certains groupements du polyoside par le lipide 
dans l’antigéne glucido-lipidique, mais, dans ce cas, les groupe- 
ments bloqués sont les mémes que ceux restés libres. 

Nous pensons que l’ensemble de ces faits justifie l’hypothése 
que nous avons formulée au sujet de existence de la cénapse 
glucido-protéidique Py,X dans le liquide d’oedéme. Nous appor- 
tons ainsi l’explication de l’observation notée dans le premier 
mémoire 4 propos de la précipitation du sérum anticharbonneux 
par le liquide d’cedéme ([43], p. 24). En ajoutant, au point d’équi- 
valence, l’azote provenant de la précipitation du sérum débarrassé 
des anticorps antipolyosides b (courbe B) par le liquide d’cedéme 
a celui provenant de la précipitation du méme sérum par le polyo- 
side b seul (courbe C), on ne retrouvait pas la précipitation 
obtenue avec le sérum total (courbe A), mais une valeur inférieure 
(courbe E). Le liquide d’coedéme contient en effet, A cdté du polyo- 
side b libre, les cénapses polyoside b-protéide qui, en précipitant 


les anticorps antipolyosides, entrainent également les antipro-— 


téides. Ce n’est done pas la courbe ©, mais des valeurs supé- 
rieures qu’il faudrait ajouter 4 la courbe B, pour retrouver la 
précipitation totale figurée par la courbe A (2). 


B. Prorkipes PRECIPITES DE LA FRACTION @ DU LIQUIDE D’ OEDEME 
PAR ACIDIFICATION A pH 4. — N’ayant pu obtenir les protéides de 
la fraction a du liquide d’coedéme par la précipitation trichlor- 
acétique, nous avons essayé une méthode de séparation plus 
douce : l’acidification. Les auteurs ayant séparé des extraits 


(1) Remarquons que ces résultats écartent toute idée d’entratnement 
du polyoside libre au cours de la précipitation des protéides. 


(2) Toutes ces indications des courbes se rapportent A la figure 1 du 
premier mémoire [43]. 
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= 


microbiens une fraction insoluble a pH 4, nous avons été guidés 
par cette concentration en ions hydrogéne. 


4% Un mélange des fractions a de plusieurs liquides d’cedéme est traité 
_ a froid par de l’acide acétique normal jusqu’a obtention de pH = 4, 
2 contrélé au moyen d’une électrode en verre. Le précipité qui apparait, 
| centrifugé et repris par de la solution physiologique, se dissout bien 
_ aprés neutralisation. On précipite une seconde fois & pH 4, puis on redis- 
4 sout le précipité. On ajuste la solution, désignée par : « protéides a », 
E & pH 7,5 environ. 


L’étude immunologique qualitative de cette fraction donne les 


résultats suivants : 


PRECIPITATION 
par 
les protéides a 


4 PRMPOCTHUIIES AG sk rent en eLearn ey Carat = Pre ens ith prs 


i SOuUIMes I CCpulse Mere nr Seo eee a 
3 Huglobulines 2° 5 22.85 - F a sets a ear Aa ab 
E Hugtobw limes! Gpwlisces sesh a ayit tee Pecceseat hinge, Ukbet, 80 ey + 
_ La précipitation des euglobulines épuisées témoigne de la pré- 


sence du polyoside a dans cette fraction. Le polyoside libre ne 
_ pouvant étre précipité par une simple acidification A pH = 4, il 
- faut penser qu'il se trouve dans notre préparation lié a un 
- protéide, sous forme d’un glucido-protéide.’ 

Ce glucido-protéide ne se trouve malheureusement pas seul 
dans les « protéides a »; la préparation contient également la 
cénapse polyoside b-protéide, étudiée ci-dessus. C’est ce que mon- 
trent les résultats résumés dans le tableau III : la fraction a totale 


a Tasieau III. 


y D'N DOSE DANS LE PRECIPITE SPECIFIQUE 
par centimétre cube 
ARTIGENE 


de sérum 811 de sérum 811 épuisé 


: Fraction a du L. Od. 44. .... 69 26 
: Braction! aidu La Obd. 4255) 5). 54 30 
Fraction a du L-OBd. 13. ... = - 52 vl 


du liquide d’edéme donne un précipité plus abondant avec le 
_ sérum total qu’avec le méme sérum épuisé par le polyoside b. 
Or cette différence ne peut étre provoquée par les quelques traces 

de polyoside b libre, éventuellement entrainées lors du fraction- 
- nement du liquide d’cedéme par le sulfate d’ammonium ; elle ne 
_ peut provenir que d’un entrainement de la cénapse polyoside b- 

protéide, au cours de cette opération. 


138 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Puisque nous sommes en présence d’un mélange, les études 


semi-quantitatives et quantitatives des protéides extraits de la — 
fraction a n’ont pas pu étre poursuivies. La encore, comme pour | 
le polyoside a, il nous faut attendre de posséder un bon moyen — 
de séparation des deux fractions avant de procéder a une étude - 


plus approfondie du glucido-protéide contenant le polyoside a. 


Nous pouvons néanmoins affirmer, dés maintenant, son existence: : 


c’est l’antigéne PaX de notre hypothése. 


C. PROTEIDES PRECIPITES DES EXTRAITS MICROBIENS PAR ACIDIFI- 
cation A pH 4, — Ayant été amenés ainsi 4 admettre l’existence, 
dans le liquide d’cedéme, de deux complexes ou cénapses glucido- 
protéidiques, nous avons cherché a les retrouver dans les bacté- 
ridies elles-mémes, n’ayant pas subi une dégradation éventuelle 
par les enzymes protéidolytiques du cobaye. 

Nous nous sommes adressés tout d’abord a des cultures sur 
gélose afin d’obtenir des récoltes plus riches ; mais nous avons 
dd abandonner cette méthode, lorsque nous nous sommes apercus 
que notre sérum précipitait par la gélose et qu’en éliminant les 
anticorps antigélose de notre sérum nous entrainions une partie 
des anticorps spécifiques anticharbonneux [42]. Impossible dans 
ces conditions d’utiliser les extraits de microbes cultivés sur 
gélose et leurs fractions pour une étude quantitative. I] est néan- 
moins possible d’obtenir avec eux quelques résultats d’ordre quali- 
tatif, a condition d’utiliser un sérum préalablement épuisé par 
la gélose, puisque une petite partie seulement des anticorps spé- 
cifiques est éliminée. Toutes les fois que nous parlerons de préci- 
pilation spécifique par des extraits provenant d’une culture sur 
gélose, il sera sous-entendu que notre sérum a été épuisé par la 
gélose. 

Pour obtenir les protéides des extraits microbiens obtenus a 
partir de cultures sur gélose ou en bouillon, nous nous sommes 
adressés 4 la précipitation en milieu faiblement acide qui risque 
le moins de les dénaturer. L’expérience nous a montré que, débar- 
rassés de ce précipité, les extraits microbiens ne précipitaient 
plus par l’acide trichloracétique. Une telle préparation contient 


donc tous les protéides microbiens et en particulier nos deux 
glucido-protéides. 


L’acidification des extraits microbiens 4 pH 4, au moyen d’acide 
acétique normal, fait apparaitre un précipité différent suivant l’origine 
des cultures. Trés abondant lorsqu’on part de cultures en bouillon, 
il est beaucoup plus faible avec celles sur gélose. Le précipité, repris 
par l’eau physiologique et neutralisé, laisse un insoluble plus ou moins 
important qu’on élimine par centrifugation. La deuxiéme précipitation, 
plus encore que la premiére, différe suivant les extraits de départ. 
Alors qu’avec une culture en milieu liquide on obtient le méme aspect 
qu’a la premiére précipitation (abondant précipité trés compact), avec 
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‘une culture sur gélose le précipité se forme difficilement, reste tras 
finement dispersé et se laisse mal centrifuger. Lorsqu’on dissout ce 
deuxiéme précipité, on obtient des solutions opalescentes, peu stables, 
qui déposent un précipité pendant leur conservation a la glaciére. La 
stérilisation est obtenue, soit par filtration sur des membranes en 
collodion d’une porosité convenable, soit par addition de merthiolate 
a une concentration (2 p. 10.000) plus forte que celle habituellement 
_utilisée pour la conservation. 


Ceite préparation est celle que tous les auteurs (Ivanovics, Sor- 
delli, Ferramola) ont désignée jusqu’é présent sous le nom de 
« Nucléoprotéines ». Elle contient effectivement un nucléoprotéide. 
Les travaux de Ferramola [4] le prouvent nettement. Nous-mémes 
avons pu retrouver sa présence dans nos extraits par |’étude du 
specire d’absorption en ultraviolet (3) et par des essais qualitatifs 
(réaction de Dische). 

L’étude de la précipitation des divers anticorps par les protéides 
microbiens n’a été faite, jusqu’A présent, que d’une facon quali- 
tative. L’examen des résultats consignés dans le tableau IV nous 


TABLEAU IV. 


séruM 811 
SERUM 811 VY 
EUGLOBULINES 

EUGLOBULINES vy 
PSEUDOGLOBULINES (1) 


Protéides de l’extrait microbien (bouillon). 
Premiére eau de lavage de ces protéides. . 
Quatriéme eau de lavage . . pa 

Liquide surnageant le précipité protéidique. 
Protéides de l’extrait microbien (gélose). .}| ++ 
Liquide surnageant le précipité protéidique.| ++ 


(1) Pseudoglobulines du sérum 811 (Cf. Matériel mémoire précédent [13)). 


améne aux deux constatations suivantes : 1° les protéides micro- 
biens précipitent le sérum et les euglobulines, épuisés ou non par 
le polyoside b; 2° ces protéides précipitent aussi les pseudo- 
globulines. 

1° Précipitation du sérum et des euglobulines épuisés ou non 


(3) Tous les spectres en ultraviolet ont été obtenus par M. Prudhomme k 
qu’il veuille bien trouver ici le témoignage de notre trés_vive gratitude 
pour Vobligeance avec laquelle il s’est prété a ce travail. 
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. par le polyoside b. — Par analogie avec les résultats obtenus avec 
we, le liquide d’cedéme, on peut rendre les deux glucido-protéides res-_ 
ae oy ponsables de ces précipitations. Nous avons, d’abord, pu nous | 
ae ar} rendre compte que ces précipitations n’étaient pas dues a des © 
| polyosides libres entrainés pendant la préparation. En effet, la _ 
‘a derniére eau de lavage ayant servi a laver le précipité protéidique — 
lors de sa purification ne renferme pas de produits susceptibles } 
i de donner une précipitation spécifique avec le sérum 811 - 
ee (tableau IV). La preuve, par contre, que ces protéides renfer- | 
‘oon ment les polyosides sous forme combinée est apportée par 
pony Vexpérience suivante : 


i ExpE£rience III. — 10 c. c. d’une solution de protéides microbiens 
ae (dont les eaux de lavage, au cours des précipitations successives des 
. “e protéides, ne donnaient plus de précipité avec le sérum 811) sont 
Be ak soumis A une hydrolyse par l’acide acétique (concentration finale N/20) 
a) d’une demi-heure A la température d’un bain-marie bouillant ; on 
ay déféque les protéides par l’acide trichloracétique ; on précipite enfin 
rey les polyosides par l’alcool suivant la technique habituelle. Le précipité, 
* ainsi obtenu, est dissous dans une solution tampon pH 7,5 de phos- | 
prs phates M/15 rendue isotonique par addition de chlorure de sodium 
‘9 5 p. 1.000, puis essayé sur le sérum 811 et le sérum épuisé. On observe 
Pur une précipitation trés nette. On obtient les mémes résultats lorsqu’on 
; précipite la solution des. protéides directement par l’acide trichlor- 
oh acétique sans hydrolyse préalable. La simple action de l’acide trichlor- 
ah acétique suffit donc pour libérer, au moins partiellement, les polyosides 
) de leur union avec les protéides. | 


ma, Ces expériences nous permettent de conclure que les -—protéides 

ae microbiens renferment, comme ceux du liquide d’cedéme, les 

“Ag polyosides sous une forme plus ou moins fermement combinée. 

2° Précipitation des pseudoglobulines. — Ce fait distingue 

nettement les extraits microbiens du liquide d’cedéme avec lequel 

; nous n’avons jamais pu observer (mémoire précédent, tableau 1) 
2 pareille précipitation. 

Quel antigéne présent dans les protéides microbiens faut-il 
; rendre responsable de cette réaction ? » 

Nous avons pensé au nucléoprotéide, puisque ce constituant était 
absent de notre liquide d’cedéme qui ne précipitait pas les psendo- 
globulines. En vue d’éclaircir ce point, nous avons procédé a 
Vexpérience suivante : 


si ExpférienceE IV. — Un essai préliminaire semi-quantitatif nous a 
<s montré qu’en ajoutant deux volumes de solution de pseudoglobulines 
' 4’ un volume de notre solution de protéides microbiens (Prot. M.), 

le liquide final renfermait un exces de pseudo-globulines. Nous avons 
alors précipité par 2,5 c. c. de Prot. M. 5 ¢. c. de pseudoglobulines, 
d’euglobulines ou de sérum total ; puis nous avons analysé les liquides 
surnageants au moyen du spectre d’absorption des rayons ultraviolets. 
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Les résultats, dont les détails seront ex 
sont résumés dans le tableau V. 

On constate, dans le liquide surnageant, la disparition totale des 
nucléoprotéides aprés précipitation par les pseudoglobulines, partielle 


posés dans une note ultérieure, 


TaBLEAu V. 


/ NUCLEOPROTEIDES 
ANTIGENE ANTICORPS dans 


les surnageants 
LL 


Pseudoglobulines |N® 4 0 
(2,5 ©.€.), 
Euglobulines |Ne 3 + 
(2,5 c.¢.). 
Sérum total N° 3 Traces. 
(255 €,¢:). 


Surnageant n° 2 (4 c.c. = 3,4 
protéides microbiens) Pseudoglobulines |Ne 4 
: (4,7 ¢.¢.). 


aprés précipitation par le sérum entier, nulle aprés précipitation par 
les euglobulines. On conclut de ces faits que la précipitation des pseudo- 
globulines est bien imputable 4 des anticorps antinucléoprotéides. Les 
euglobulines ne contenant pas ces anticorps, leur précipitation par les 
protéides microbiens n’entraine pas Ja disparition des nucléoprotéides 
de la solution. On comprendrait plus difficilement, au premier abord, 
la disparition partielle, observée avec le sérum qui renferme dans ses 
pseudoglobulines les anticorps antinucléoprotéides, en méme quantité- 

' que dans la solution de pseudoglobulines ; mais l’explication survient 
immeédiatement, lorsqu’on se rapporte au schéma des antigénes et 
anticorps donné au début de ce travail (p. 182). Si le protéide, entrant 
dans la composition du nucléoprotéide, est le méme que celui de nos 
glucido-protéides, une partie des anticorps antinucléoprotéides est 
identique aux anticorps C. En suivant notre schéma, le mélange du 
sérum et des protéides microbiens aboutira 4 la formation des 
composés AP,XC et BP XC qui entraineront une partie des anti- 
corps C; ceux-ci pourraient ne plus étre assez nombreux pour pré- 
cipiter tous les nucléoprotéides présents. Une partie de ces derniers 
reste dans le surnageant, avec lequel on obtient un spectre d’absorp- 
tion dont la bande des nucléoprotéides est peu prononcée. 


Les résultats expérimentaux semblent donc étre en faveur de 
la présence dans la bactérie d’un nucléoprotéide antigénique dont 
les anticorps seraient des pseudoglobulines dans Yimmunsérum 
de cheval. Ce dernier point est en opposition avec les conclusions 
de Sordelli [41] et de ses collaborateurs. Ces auteurs trouvent les 
anticorps précipitables par le nucléoprotéide parm les euglobu- 
lines du sérum de cheval. Rappelons que nous avons rencontré 
la méme contradiction lorsque nous avons isolé les anticorps pro- 


eC ee 
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tecteurs du sérum anticharbonneux [8]; nous les avons trouvés- 
parmi les pseudoglobulines, alors que Sordelli les isolait avec 
les euglobulines du sérum. Devons-nous tenir pour responsable 
de cette opposition la préparation des animaux? Notre sérum 
provient, en effet, d’un cheval ayant regu de nombreuses injec- 
tions sous-cutanées, mais seulement trois injections intraveineuses, 
tandis que Sordelli préparait ses chevaux par de nombreuses injec- 
tions intraveineuses. Il est possible qu’au cours d’une immuni-— 
sation prolongée la solubilité des anticorps soit modifiée ; n’est-ce 
pas ce que Pappenheimer [7] observait avec les anticorps anti- 
ovalbumine du sérum de cheval, susceptibles de former des, com- 
posés insolubles avec l’antigéne aprés un certain temps d’immu- 
nisation, alors que des anticorps donnant des combinaisons solu- 
bles apparaissaient aprés la deuxiéme série d’injections ? 

Tous ces faits font ressortir, une fois de plus, la complexité des 
problémes posés par l’immunologie et la pauvreté de nos connais- — 
sances actuellement encore dans cette voie. r 


CONCLUSIONS. 


’ 


Au cours de cette étude nous cherchions 4 démontrer que les 
polyosides, dont il a été question dans notre mémoire précédent, 
se trouvaient, dans la bactéridie charbonneuse, liés 4 des pro- 
téides, sous forme de composés, complexes ou cénapses glucido- 
protéidiques. Les faits expérimentaux nous ont apporté la cer- 
titude de cette existence, De plus, nous croyons pouvoir rattacher 
les protéides ainsi combinés 4 ceux connus depuis longtemps sous 
le nom de « nucléoprotéines ». En attendant la découverte d’autres 
constituants possibles, la composition antigénique de B. anthracis 
non encapsulé peut étre résumée comme suit : 

1° Un glucido-protéide : polyoside a-protéide auquel corres- 
pondent des anticorps antipolyoside a (euglobulines du sérum de 
cheval) et des antiprotéides (pseudoglobulines du méme sérum). 

2° Un deuxiéme glucido-protéide : polyoside b-protéide auquel 
correspondent des anticorps antipolyoside 6 (euglobulines du 
sérum de cheval) et des antiprotéides (pseudoglobulines du méme 
sérum). 

38° Un nucléoprotéide auquel correspondent des anticorps anti- 
protéidiques (pseudoglobulines du sérum de cheval). 

La fraction appelée par plusieurs auteurs « Nucléoprotéines » 
contient le nucléoprotéide et les deux glucido-protéides. II est 
possible que l’acide nucléique y soit lié aux glucido-protéides 
dans une association, rappelant les lipogluconucléates de pro- 
téides, signalés par Pennel [8] dans la composition antigénique 
des Brucella. 

Dans le liquide d’cedéme, ces antigénes bactériens ont été 
dégradés par des actions diastasiques, le nucléoprotéide a disparu 


mit or 


phe 
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_ et les polyosides ont été libérés en partie : on y trouve donc les. na 
_ deux polyosides libres et les deux glucido-protéides. : Oe ei 
Signalons enfin que la fraction protectrice de l’immunsérum de . AT 
cheval (pseudoglobulines pour nous, euglobulines pour Sordelli) Pte 
est justement celle qui contient les anticorps antiprotéidiques pré- ee. 
_ cipitables par le nucléoprotéide. On en vient alors a se demander Ses. 
_ sil ne faudrait pas rendre ces anticorps responsables de la pro- ae 
_ tection contre l’infection charbonneuse. Des expériences en cours ae 
_ nous permettront, espérons-nous, de répondre a cette question — ae 
_ capitale pour le probléme de l’immunité anticharbonneuse. e a 
ee 
A aS 
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L’AGGLUTINATION REVERSIBLE DES MORAXELLA 
PAR LES CATIONS BI=- OU POLYVALENTS (°) 


par Anpré LWOFF et Arice AUDUREAU. 


(Service de Physiologie microbienne de l'Institut Pasteur.) 


We Au cours de recherches sur le role du phosphore dans le méta- | 
7 bolisme de certains acides organiques, nous avons été amenés a 
préparer des suspensions de Moraella dans des milieux dépourvus 
+ de phosphate et nous avons constaté les faits suivants. Les bac- 
téries cultivées en milieu synthétique donnent aprés centrifugation 
et lavage des suspensions assez homogénes dans l’eau bidistillée 
neutre. Le culot de cette suspension centrifugée peut étre remis 
en suspension homogéne dans l’eau bidistillée ou dans le milieu 
o> salin suivant : SO,Mg 0,05, KCl 0,5, PO,KH, 18 g., eau bidis- 
dy tillée 1.000, NaOH q. s. pour pH 7,0. Mais si l’on supprime le 
phosphate de cette solution, il est impossible de dissocier le culot 
qui se présente sous forme de grumeaux plus ou moins impor- 
Ss ‘ tants. Si l’on ajoute I goutte de phosphate a la suspension de 
Oa grumeaux, ils se dissocient immédiatement en donnant une sus- 
pension homogéne. 
L’analyse du phénoméne a mis en évidence l’intervention de 
on deux facteurs : la présence d’un cation capable de provoquer 
Vagglutination, la présence d’un anion susceptible de supprimer 
i action agglutinante du cation. 
<< L’étude systématique des différents cations a montré que |’addi- 
¥ tion & une suspension homogéne, dans l’eau bidistillée, d’un sel 
d’un métal monovalent : Li, Na, K, Ru, Cs, NH, est sans effet. 
Py: Par contre, l’addition d’un sel d’un métal bi- ou polyvalent : Cu, 
Mg, Ca, Zn, Sr, Cd, Al, La, Mn, Co, provoque une floculation 
» plus ou moins rapide suivant la concentration du sel. Pour fixer 
pe les idées, nous dirons qu’a une concentration de 15 p. 100 de SO,Mg 
la floculation est compléte aprés centrifugation alors qu’elle n’est 
Ag que partielle 4 0,0025 p. 100. Une solution de Cl,Ca A 0,0125 p. 100 
1 provoque une floculation immédiate de la suspension. L’ageluti- 
nation dépend de Ja nature du cation et non de celle de l’anion. | 
ig Toutes nos expériences ont été réalisées avec des sels neutres, 


a (*) Note présentée a la séance du 7 octobre 1943 de 1’Association des 
; Microbiologistes de Langue Frangaise. 
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le pH du milieu étant voisin de 7, ¢’est-a-dire dans les conditions 
ou une agglutination acide ne saurait étre mise en cause. 

L influence des cations sur l’agglutination des bactéries sensi- 
bilisées est bien connue depuis les travaux classiques de Bordet. 
On s est apercu par la suite que certains sels peuvent provoquer 
agglutination des bactéries non sensibilisées (Bechhold, Buxton 
et Schaffer, Buxton et Teague, Porges, etc...). Des recherches 
quantitatives ont montré que plus la valence des cations augmente, 
plus diminue la concentration limite nécessaire pour obtenir 
Yagglutination (voir en particulier Shionoya). 

Certaines espéces non sensibilisées floculent en présence des 
métaux monovalents, telles en particulier les formes R de la 
plupart des bactéries qui sont agglutinées par le ClNa (Arkwright). 

La souche de Morazella lwoffi ayant servi A nos expériences 
(voir A. Audureau) est une souche R : réaction de Millon et réac- 
tion au jaune d’acridine positives. Sa particularité réside dans la 
propricté de n’étre pas agglutinée par les sels de sodium, quelle 
que soit leur concentration, ni d’une maniére générale par les 
cations monovalents alors qu’elle est agglutinée par les cations 
bi- ou polyvalents. 

Dés 1899, Duclaux avait rapproché |’agglutination de la « coagu- 
lation », c’est-a-dire la précipitation des protéides, et avait homo- 
logué la floculation des bactéries 4 celle des colloides. Le fait que 
les bactéries sont également agglutinées par des non-électrolytes 
comme l’alcool et le formo] (Malvoz) a amené Neisser et Frie- oF 
demann a la conclusion que la formation d’une combinaison inso- wl 
luble dans les bactéries elles-mémes pouvait entrainer la flocula- \ 
tion ; les auteurs allemands considérent les bactéries comme de A 
simples sphérules protéiques. Buxton et Schaffer ont admis que a 
la floculation par les sels de métaux lourds repose sur une union 4 
chimique du métal et des protéides avec formation d’un complexe e! 
métalloprotéique insoluble (1). Cette maniére de voir doit, a notre 


avis, étre appliquée aux métaux comme le calcium, le magnésium ; 
ou éventuellement le sodium. Si la bactérie se comporte comme ue 
un anion multivalent, agglutination par Ca ou Mg sera la consé- . 


quence de la formation d’un « moraxellate » de Mg ou de Ca 

insoluble tout comme |’agglutination par Pb est la conséquence 

de la formation d’un « moraxellate » de Pb insoluble. 
L’addition aux grumeaux de bactéries agglutinées par une solu- 

tion de Cl,Ca ou de SO,Mg d’une solution neutre de phosphate 


(1) Buxton et Schaffer, Teague et Buxton ont refusé d’admettre que 
la simple neutralisation de la charge électrique était la cause de la 
floculation. En fait, le changement de charge pourrait étre considéré 
comme la conséquence des modifications chimiques responsables de 
l’agglutination. Voir au sujet du rdle des charges électriques l’article 
de J. A. Norrarop, The Mecanism of Agglutination, in The Newer 
Knowledge of Bact. a. Immunol., University Press, éd., Chicago, 1928. 
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de Na M/60, d’oxalate de Na M/20 ou de citrate de Na M/420 
entraine la désagglutination quasi immédiate. Les anions se mon- 
trent d’une efficacité différente dans la désagglutination des 
Morazella. Les chlorure, sulfate, acétate, lactate de sodium sont 
incapables de dissocier les grumeaux, les phosphate, oxalate et 
citrate de sodium, utilisés a une concentration suffisante donnen 
immédiatement des suspensions homogénes. 

Comment peut-on se représenter l’action désagglutinante des 
anions ? Ceux-ci n’agissent pas simplement en s’emparant des 
cations en excés. Un excés de cation n’est en effet pas nécessaire 
pour que persiste l’agglutination : les grumeaux obtenus par 
Vaction du chlorure de calcium par exemple, centrifugés et lavés 
six fois dans l’eau bidistillée ne se remetlent pas spontanément 
en suspension. Le mode d’action des anions est donc différent. 
On peut supposer qu’en vertu de la loi de Berthollet, Panion entre- 
rait en concurrence avec les bactéries pour le cation bi- ou poly- 
valent. Par exemple, si a du « moraxellate » de Ca — insoluble — 
on ajoute du phosphate de Na, il se formera du phosphate de Ca 
et du « moraxellate » de Na — soluble —~ c’est-a-dire qu’il y a 
désagglutination. Les anions déplaceraient done les cations de la 
hactérie, soit en formant un sel plus ou moins soluble, phosphate 
et oxalate, soit un complexe non ionisé, citrate. 

La sensibilité plus grande au chlorure de Na des bactéries trai- 
tées par le sérum spécifique (Bordet) tient A ce que la combinaison 
bactérie-agglutinine devient, conformément aux vues de Buxton 
et Schaffer, plus apte A absorber certains sels que les bactéries 
normales. Si ce sont les protéides superficiels qui jouent un rdle 
dans la floculation saline, on congoit pourquoi les formes R sont 
agglutinées plus facilement par les sels que les formes S_proté- 
gées par une gangue polysaccharidique ou glucido-lipidique. 

La réaction de Millon donnée par les formes R ne représenterait 
done qu’un cas particulier de agglutination saline. Les recherches 
de Haarmann sur le mode de liaison du mercure aux protéides 
rendent cette maniére de voir tout A fait plausible. 


CONCLUSIONS. | 


1° Moraxella lwoffi est agglutinée par les cations bi- ou poly- 
valents et non par les cations monovalents. 

2° Morazella se comporte comme un acide dont les sels des 
métaux monovalents sont solubles, les sels des métaux bi- ou poly- 
valents insolubles. 

3° L’hypothése de Buxton et Schaffer d’aprés laquelle la flocu- 
lation par les métaux lourds repose sur la formation d’un com- 
plexe métalloprotéidique insoluble est étendue aux métaux légers. 

4° Dans un milieu de culture renfermant du Mg, du Ca et du 
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FASE Shae de Na ou de K, la stabilité des bactéries est due a la 


présence du phosphate. 


5° Le phosphate, l’oxalate et le citrate de sodium désagglutinent 
les bactéries agglutinées par les cations bivalents. 

6° L’action désagglutinante du phosphate, de l’oxalate et du 
citrate de sodium semble due au déplacement par les anions des 
cations bi- ou polyvalents fixés par la bactérie. 
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REMARQUES SUR L'ACTION LETHALE 
DE L’'HEMOLYSINE « DU BACILLUS PERFRINGENS (") 


par Mayuis GUILLAUMIE. 


(Institut Pasteur.) b, 


Il est bien établi que le Bacillus perfringens élabore dans des 
milieux différents des toxines de titre hémolytique extrémement 
variable ; il est connu également que le pouvoir nocif in vivo de 
la toxine perfringens est da a l’action de divers composés. 

Au cows de nos recherches sur les diverses propriétés des 
multiples échantillons de toxine perfringens que nous avons 
préparés avec les souches Lechien ect SS, nous avons fréquemment 
déterminé le plus petit volume de chaque -échantillon qui hémo- 
lyse totalement, in vitro, 0,1 c. c. d’une suspension a 5 p. 100 
d’hématies lavées de mouton : dans une série de tubes nous 
mettons des doses décroissantes de la toxine a titrer, nous com- 
plétons 4 0,9 c. c. avec de Veau physiologique 4 9 p. 1.000 et 
nous ajoutons les globules rouges. Les différents tubes sont placés 
a 37-38° pendant quatre heures, agités deux ou trois fois pendant 
ce laps de temps, puis laissés a la température du laboratoire 
jusqu’au lendemain. Les tubes sont examinés a la sortie de l’étuve 
et aprés un séjour de quatorze 4 dix-huit heures a la température 
ambiante ; nous notons celui dans lequel l’hémolyse est totale. 
Aprés avoir ainsi déterminé la dose minima hémolytique d’une 
toxine nous calculons le nombre de doses hémolytiques (D. H.) 
quelle contient par centimétre cube ; parallélement, nous recher- 
chons 4 quelle dose elle tue les souris de 17 A 20 g. en injection 
intraveineuse ; nous exprimons généralement le titre léthal d’une 
toxine par le nombre de doses mortelles (D. M.) qu’elle renferme 
dansr1 ic. ic. 

Nous avons fréquemment constaté (1) que des toxines de méme 
activité hémolytique in vitro pouvaient avoir vis-a-vis de la souris 
des nocivités tres différentes : par exemple, les toxines du 
12 mars et du 7 décembre 1942, préparées avec la souche SS, 
renferment 5.000 D. H. d’aprés les titrages in vitro ; les dosages 


(*) Communication présentée & la séance du 1° juillet 1943 de 1’Asso- 
ciation des Microbiologistes de Langue Francaise. 

(1) Maylis Gumiaumir, ces Annales, 1944, 70, 86. — Maylis Guit- 
LAuMIE, A. Krecurr et M. Fapre, ces Annales, 1944, 70. 
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sur souris montrent que la premiére contient 20 a 30 D.M. 
par centimetre cube et la deuxiéme 50. Les préparations des 
2.eb 8 novembre 1942, éprouvées in vitro, contiennent 1.000 D. H. 
par centimetre cube ; d’aprés les déterminations in vivo, la pre- 
miére titre 40 a 50 D.M. par centimétre cube et la deuxiéme 
5a 10 seulement. Inversement, des toxines de méme_ nocivité 
in vivo peuvent étre trés inégalement hémolytiques in vitro 
par exemple, les toxines des 19 et 23 novembre 1942 et celle du 
8 février 1943 titrent 50 D.M. par centimétre cube; leur dose 
minima hémolytique in vitro est respectivement de 0,0006, 0,0004 
et 0,001 c. c. Deux toxines préparées le 3 mars 1943, Pune dans 
un bouillon Vf additionné de fragments de foie cuit de beuf et 
l'autre dans le méme bouillon mais en l’absence de morceaux de 
foie, contiennent l’une et l’autre, sept et huit heures aprés l’ense- 
mencement, 30 D.M. par centimétre cube. Injectées dans le derme. 
elles produisent une nécrose. La premiére renferme 5 D.H. et la 
deuxiéme 2.000 par centimétre cube. Fait intéressant a signaler, 
ces deux toxines, d’ont |’une peu hémolytique et l’autre riche en 
hémolysine, déterminent a la dose de 1/30 de centimétre cube la 
mort des souris en six heures aprés avoir provoqué les mémes 
troubles : hémoglobinurie, épistaxis. Indiquons aussi que l’addi- 
tion de cystéime a ces deux toxines ne modifie pas leur valeur 
hémolytique in vitro. Ces différentes observations montrent une 
fois de plus que les divers constituants de la toxine perfringens 
existent souvent en proportions extrémement inégales dans de 
nombreuses préparations. Elles nous conduisent 4 examiner la 
part qui incombe a V’hémolysine « dans les phénoménes d’intozi- 
cation consécuitfs a l’injection des divers échantillons hémoly- 
tiques que nous avons titrés; dans des publications antérieures 
nous avons noté qu’ils contenaient souvent, par centimétre cube, 
1.000 A 3.300 D.H. et 10 4 50 D.M., vingt a vingt-deux heures 
aprés l’ensemencement des bouillons ; depuis, nous avons obtenu 
des toxines contenant 30 a 40 D.M. et 2.500 D.H. par centi- 
métre cube cing heures aprés |’ensemencement. Cet examen 
critique de nos résultats s’impose car on peut déduire d’un travail 
récent de W. Koopmansch (2) que cet auteur a cru devoir attribuer 
maintes fois la mort rapide des souris recevant des injections de 
toxine perfringens préparée dans du bouillon Vf avec la souche 
Lechien, a des accidents hémolytiques provoqués par la lysine a ; 
le titre des toxines dosées par cet auteur a varié en moyenne de 
100 a 2.000 D. H. et de 5 a 20 D. M. par centimétre cube ; Vacti- 
vité hémolytique a été évaluée, comme dans nos expériences, vis- 
a-vis de 0,1 c. c. d’hématies de mouton a 5 p. 100. 
Avant d’exposer les observations de divers autres expérimen- 
tateurs il convient de rappeler que les souches Lechien et SS élabo- 


(2) W. Kooprmanscu, Acta biol. belg., 1942, 4, 128. 
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rent dans le bouillon Vf au moins 38 antigénes, a, ¢, 1; 1 provoque 
trés rapidement la mort des souris injectées par voie veineuse; ¢ pos- 
séde des propriétés hémolytiques et détermine en injection intra- 
dermique une nécrose que ne produisent ni a, mi 7. 


' AcTION LETHALE DE L’HEMOLYSINE « DU B. perfringens. 


C. G. Bull et I. W. Pritchett (1917) ont montré que l’injection 
intraveineuse au pigeon de plusieurs doses mortelles de toxine 
perfringens provoque une destruction massive des globules rouges 
et que les injections intramusculaires de la méme quantité de 
toxine déterminent Ja mort sans qu’il y ait altération du sang ; 
aussi Bull et Pritchett ont-ils pensé que lhémolysine n’est pas 
lagent toxique essentiel de la toxine perfringens (38). 

M. Nicolle, E. Césari et C. Jouan (1919) ont briévement formulé 
opinion que les hémotoxines microbiennes ont un role trés effacé 
in vivo (4). M. Weinberg et M. Nasta (1920), par contre, ont attiré 
attention sur les désordres graves causés par Vhémolysine du 
B. perfringens (5). Rappelons que ces auteurs, aprés Bull et Prit- 
chett, ont considéré la toxine de ce bacille comme formée d’une 
hémolysine et d’un agent non hémolytique. Aprés avoir constaté 
qu’une toxine privée de son pouvoir hémolytique par contact in 
vitro avec des globules rouges en excés n’est plus capable de 
tuer les cobayes de méme poids que les témoins, Weinberg et 
Nasta ont admis que V’hémolysine joue un role primordial dans 
Vintoxication générale de l’organisme. Mais une telle interpré- 
tation nous parait discutable : dans les expériences en question, 
les hématies ajoutées a la toxine ont vraisemblablement fixé 
une certaine quantité de l’antigéne ¢ qu’elle contenait et par 
ce mécanisme contribué a réduire la nocivité. De sorte que 
Patténuation de l’échantillon de toxine traité par les globules peut 
étre imputée a Vadsorption de deux antigénes et non A 1’élimi- 
nation d’un seul comme le pensaient Weinberg et Nasta. 

D’ailleurs, dés 1928, M. Weinberg et J. Alexa ont reconnu 
Yimportance des phénoménes d’intoxication produits par les 
toxines perfringens peu hémolytiques. Plus tard, en 1936, R. Prigge, 
Zeissler, ont déduit de leurs résultats que l’agent principal de 
la nocivité in vivo de la toxine du B. perfringens est le fac- 
teur €; Godrtzen aussi a partagé ce point de vue (6). En 1988, 


(3) Carrol G. Burn et Ida W. Prrrcnerr, J. exper. Med., 1917, 26, 
119. — Carrol B. Bui, C. R. Soc. Biol., 1917, 80, 967. 


(4) M. Nicotte, E, Césanr et C. Jovan, Tozines et antitoxines, 1919, 
76, Masson, éditeur. 


(5) M. Weinserc et M. Nasa, C. R. Acad. Sci., 1920, 470, 1019 ; ces 
Annales, 1920, 34, 690. 


(6) J. Gérrzen, Centr. f. Bakt., 1 orig., 1937, 138, 366. 
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Benzoni a conclu aussi que le facteur toxique essentiel du B. per- 
fringens n’est pas l’hémotoxine (Boll. Soc, Ital, Biol. sper., 1938, 
n° 11). D’aprés J. Ipsen et R. Davoli, la lysine « n’exerce une 
action léthale que lorsqu’elle est en grande quantité; selon ces 
auteurs, 1.000 a 2.000 D. H. de lysine représenteraient une dose 
mortelle pour la souris, 1 dose hémolytique étant la quantité de 
toxine qui provoque une trace d’hémolyse dans des tubes conte- 
nant 0,5 c. c. dhématies de mouton a5 p. 100 et 2c. c. d’une 
dilution de toxine (lectures au bout de deux heures a 37° et dix- 
huit heures a la température ambiante). 

Dans tous nos titrages, une dose minima hémolytique indique 
la quantité de toxine qui hémolyse totalement, in vitro, 0,1 c. c. 
d’une suspension 4 5 p. 100 d’hématies de mouton (7). Aprés 
avoir précisé ]’activité léthale d’une toxine vis-a-vis de la souris, 
c’est-a-dire aprés avoir recherché, d’une part, le volume de toxine 
qui détermine la mort des souris et, d’autre part, le plus petit 
volume qui ne les tue pas, nous avons calculé le nombre de doses 
minima hémolytiques contenues dans le volume de toxine qui ne 
provoque pas de lésions mortelles ; nous avons alors constaté 
que 250 D. H. ne suffisent pas pour tuer les souris. Par exemple, 
1/20 de centimétre cube de la toxine perfringens 62 ne déter- 
mine pas la mort des animaux injectés et cependant ce volume 


de toxine contient 250 D. H. D’autres observations semblables | 


nous autorisent 4 penser que Ja teneur en hémolysine « des 
échantillons de toxine trés hémolytiques qui figurent dans le 
tableau III d’un article récent (8), n’a pas beaucoup influencé 
les résultats du titrage in vivo. D’aprés ce tableau, les plus petits 
volumes de toxine qui déterminent la mort des souris ne renfer- 
ment généralement, en effet, que 20 4 100 D. H.; il s’ensuit que 
les titres mentionnés représentent surtout activité des toxines 
au point de vue de leur teneur en antigénes ¢ et 7. Il en est de 
méme pour les toxines notées dans le tableau I que nous présen- 
tons ici. Les résultats que nous avons ensuite obtenus en déter- 
minant in vivo et in vitro l’activité de différentes toxines atténuées 
au contact de l’air, puis celle des mémes toxines vingt a trente 
minutes aprés les avoir additionnées de 1 p. 1.000 de cystéine, 
nous ont montré aussi qu’il faut plus de 250 D. H. pour déter- 


(7) Dans le but de confronter nos résultats avec ceux de J. Ipsen et 
R. Davoli, nous avons essayé de déterminer expérimentalement le rapport 
qui existe entre la valeur de la dose hémolytique définie par ces auteurs 
et celle de la dose hémolytique que nous avons adoptée : pour cela 
nous avons appliqué les deux méthodes de titrage a Pévaluation de 
l’activité hémolytique de 8 échantillons différents de toxine perfringens 
fratchement préparés. Nous exposerons prochainement nos observations. 

(8) Maylis Gumraumig, ces Annales, 1944, 70, 89 ; dans ce mémoire, 
A la page 98, 3° ligne, au lieu de : Ni la vitamine H, lire : Ni la vita- 
mine H’. 
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Tastgau I. — Activité initiale de différents échantillons de toxine 
élaborés par deux souches de B. perfringens. | 


de D.H. 
dans le volume 
de toxine 
qui est mortel 
pour la souris 


TOXINE perfringens ACTIVITE INITIALE DE LA TOXINE NOMBRE | 


Dose minima |Doses mortelles 
hémolytique 


Numéro élaborée aie 
(en ¢.c.) centimétre cube 


de |’échantillon par la souche 


Lechien. 0,0002 
Lechien. 0, 0003 


Lechien. 0,0002 
Lechien. 0,0002 
Lechien. 0,0002 
Lechien. 0 ,0004 
Lechien. 0, 0002 
Lechien, 0, 0006 


0,002 
0,0003 
0, 0006 
0, 0004 


miner la mort des souris de 17 & 20 g. Exemple : la toxine 18, 
additionnée de 1 p. 1.000 de cystéine deux ans aprés sa prépa- 
ration, contient, en présence de ce réducteur, 2.500 D. H. et pour- 
tant ne tue pas les souris & la dose de 1/10 de centimétre cube. 
D’autres titrages démontrent qu'il faut méme plus de 315 D. H. 
pour déclencher des perturbations mortelles ; voici deux de ces 
résultats : aussitOt aprés sa préparation, la toxine 14 contenait, 
par centimétre cube, 2.500 D. H. et 80 a 35 D. M. et la toxine 18 : 
5.000 D. H. et 50 D. M. Vingt-six mois aprés, la premiére contient, 
par centimétre cube, 2 4 4 D.M. et 10 D. H. et la deuxiéme : 
2D. M. et 5 D. H. seulement (tableau ID) ; fait intéressant a noter, 
les souris injectées avec l'une ou l'autre de ces toxines atténuées 
succombent en présentant les mémes phénoménes morbides : 
hémoglobinurie et épistaxis. L’addition. de cystéine a ces toxines 
porte a 2.500 le nombre de doses hémolytiques par centimétre 
cube ; 4 la dose de 1/8 par centimetre cube, ces toxines activées | 
ne déterminent pas la mort des souris ; or, ce volume de toxine 
contient 315 D. H.; mais 1/6 de centimétre cube est mortel. D’aprés 
le calcul, 1/6 de centimétre cube contient 415 D. H. Peut-on en 
conclure que 415 doses hémolytiques représentent, dans nos expé- 
riences, 1 dose mortelle pour la souris ? Nous ne le croyons pas. 
car dans 1/6 de centimétre cube de ces 2 toxines il n’y a pas 
seulement de V’hémolysine activée, il existe encore des traces. 
dantigénes ¢ et 4 non atténués et vraisemblablement aussi, ainsi 
que pérmettent de le supputer plusieurs résultats du tableau II, 
une petite quantité d’antigéne ¢ ou 4 qui sous l’influence de la 
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wid 
Tapieau I. — Activité, avant et aprés addition de cystéine, de diffé- : 
rents échantillons de toxine perfringens conservés A 2° pendant 
des temps variables. 2 
A 
SS SS SS SS A TSS PE ENS EL, } 
TOXINE perfringens CONSEKVEE A LA TEMPERATURE DE 2° pe 
ie 
ECHANTILLON Teatus ae 
D.M. par Peal ees Fs. 
de toxine oe as cohttmstro age fA Sipe tae -- * 
pendant avant addition Bene cae aprés addition aprés 5 
de cystéine |" 4, cystéine de cystéine addition hea 
de cystéine y 
aS 
6... ..| 48 jours. 0,02 20 0,0002 20 & 25 ‘d 
ie te Ree SI A'S jours. 0,035 20 & 25 0,0003 20 a 25 “ey 
Sik. free 48 jours. 0,03 45 0,0002 45 & 20 F 
Or) a hice 18 jours, 0,02 15 0, 0002 25 a 30 Be 
WS oc are 26 mois. 0,4 <a) 0, 0004 8 bem 
ie oe), 26 Wis: 0,4 2a 4 0,0004 6a 8 
18y 72>. -87 mois. 0,2 2 0,0004 6 Pee 
BOGE 1 Ree 2 mois. 0,02 £a6 0,0006 8 a 40 re. 
Lise a 43 mois. 0,8 <2 0,004 4 | 
Sil mak Smbee ase 43 mois. 0,02 29 0,0006 25 
Bot. typo 2/ 49 mole: 0,08 <2 0,004 8 
ea PS ewe 3 mois. 0,06 6 0,0005 40 


cystéine est redevenu nocif pour la souris. Examinons, en 
effet, le cas de la toxine 33 : treize mois aprés sa préparation, 
elle renferme 1 D. H. environ par centimétre cube et ne tue pas pe 
les souris a la dose de 0,5 c. c. Aprés addition de cystéine, 1/4 de 
centimétre cube de la toxine activée est mortel pour la souris et 
cependant ce volume de toxine contient une trés petite quantité a 
d’hémolysine : 62 D. H. seulement ; la mort des souris ne peut ‘ 
vraiment pas étre produite par cette dose d’hémolysine ; dés lors, 

pour expliquer la nocivité conférée par la cystéine a la toxine 33 
il faut admettre que le réducteur employé a rétabli Vaction léthale eae 
d’une petite quantité d’antigeéne ¢ ou ». Ajoutons que l’injection 

intradermique de 0,2 c. c. de la toxine 64 additionnée de 

1 p. 1.000 de cystéine provoque une nécrose comparable a celle 

que déterminent les toxines fraichement préparées contenant 

l’antigéne ¢. L’ensemble des résultats du tableau II indique que 

Paddition de cystéine a des toxines perfringens liquides ayant 

perdu, au cours d’une longue conservation, plus de 65 p. 100 

de leur nocivité pour la souris, augmente leur toxicité de 4 a 

8 D.M. par centimétre cube sans qu'il soit permis de napporter 

cet accroissement de l’activité in vivo a la présence d’un excés 

d@’hémolysine «. En présence de ces faits nous considérons que 

415 doses hémolytiques de lysine « ne suffisent pas pour déclen- 

cher des accidents mortels pour la souris. 
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Ces observations nous permettent d’interpréter certains résultats 
que nous avons obtenus au cours de nos recherches sur les pro- 
priétés de la toxine perfringens préparée dans du bouillon Vif 
additionné de 1 p. 100 de fragments de foie cuit de boeuf ou de 
cheval (9). Nous avons signalé que le B. perfringens élabore quel- 
quefois, dans ces conditions, des toxines peu hémolytiques in vilro 
el peu nocives in vivo (2 4 12 D. H. et 2.45 D. M. par centimetre 
cube). D’aucuns penseront peut-étre que la faible activité léthale 


de ces toxines tient uniquement au fait qu’elles contiennent peu 


d’hémolysine a. Nous ne partageons pas ce point de vue. Les 
faits que nous avons exposés précédemment incitent a admettre 
que l’antigéne léthal ¢ est en quantité minime dans ces toxines 
a peine hémolytiques et A conclure que le foie peut inhiber non 
seulement la production de ’hémolysine « et de l’antigéne y dans 
le bouillon Vf mais encore celle de l’antigéne ¢. . 


RiisuME ET CONCLUSIONS. 


Maintenues a la température de 2°, des toxines perfringens 
préparées dans des bouillons différents ne s’atténuent pas avec 
la méme intensité; l’activité léthale de certaines diminue seule- 
ment de 50 p. 100 environ en treize mois (toxine 37, tableau II), 
d’autres perdent toute nocivité pendant le méme temps (toxine 33 _ 
du méme tableau). 

La cystéine ajoutée A des toxines perfringens liquides ayant 
perdu plus de 65 p. 100 de leur nocivité pour Ja souris au cours 
de deux a vingt-six mois de conservation a 2° augmente consi- 
dérablement l’activité hémolytique et légérement leur activité 
léthale. L’accroissement du titre léthal des toxines traitées par 
ce réducteur ne peut étre attribué uniquement a la présence de 
Vhémolysine « activée ; certains de nos résultats incitent a penser 
que la cystéine rétablit l’action léthale de faibles quantités 
d’antigéne ¢ alténué. 

L’activité des toxines perfringens élaborées par la souche SS 
dans du bouillon Vf additionné de 1 p. 100 de foie cuit est quel- 
quefois extrémement faible in vitro et in vivo. Le foie cuit peut 
done considérablement réduire non seulement la formation de 
"hémolysine « mais encore celle des antigénes ¢ et » qui sont les 
principaux agents responsables des phénomeénes d’intoxication 
in vivo consécutifs a |’injection de la toxine perfringens. 


(9) Ces Annales, 1944, 70, 101. 


* SYNERGIE LYTIQUE 
DE DEUX BACTERIOPHAGES ACTIFS 
SUR LE BACILLE PARATYPHIQUE B [B. gp et B. pp) (*) 


par Pierre NICOLLE. 


(Institut Pasteur.) 


Lorsque deux agents produisent ensemble un effet quantitati- 
vement supérieur a la somme des effets provoqués par chacun 
d’eux séparément, ou bien s’il apparait par leur conjugaison un 
effet qualitativement différent, on dit qu’il y a synergie (1). 

Le travail présent montre que deux bactériophages actifs sur 
une méme bactérie, peuvent, lorsque |’on conjugue leurs effets, 
exercer une synergie lytique. Une telle synergie n’a pas jusqu’a 
présent, beaucoup attiré Vattention des chercheurs. Toutefois il 
faut signaler que Gratia (2), 4 propos du phénoméne du halo, a 
attribué un réle a la synergie de deux bactériophages dans le 
mécanisme de la production de ces plages d’aspect particulier. 


(*) Communication présentée 4 la séance du 5 novembre 1942 de 
l’Association des Microbiologistes de Langue Francaise. 

(1) Deux substances trypanocides de classes chimiques bien diffé- 
rentes, le 205 Bayer-309 Fourneau et l’émétique d’aniline par exemple, 
ne provoquent chacune, aux doses prétoxiques, qu’un blanchiment 
passager d’une souris infectée par Trypanosoma congolense. Injectées 
ensemble 4 des doses tres inférieures A la moitié de la dose prétoxique, 
elles permettent d’obtenir la stérilisation définitive (P. Nicotrz, C. R. 
Soc. Biol., 1932, 4441, 434). 

_Rappelons, d’aprés Zunz, qu’en pharmacodynamie, Biirgi a formulé 
Vhypothése suivante : l’introduction simultanée dans l’organisme de 
deux médicaments appartenant au méme groupe pharmacologique 
principal améne un effet supérieur 4 la somme des actions des deux 
constituants du mélange pris isolément, lorsque ces deux médicaments 
appartiennent A des sous-groupes pharmacologiques différents (synergie 
renforcatrice). Biirgi a supposé que ceci provient, dans beaucoup de 
cas, du fait que ces médicaments agissent, soit sur des cellules diffé- 
rentes, soit A des endroits différents d’une méme cellule, soit sur des 
substances différentes d’une méme cellule. Lorsque ces deux médi- 
caments introduits simultanément dans l’organisme agissent de la 
méme maniére sur les mémes cellules, leurs effets s’ajoutent simple- 
ment [synergie additive] (Zunz, Edg. Eléments de pharmacodynamie 
générale, p. 271, Masson, édit., 1930). 

(2) A. Gratia, C. R. Soc. Biol., 1937, 426, 418. 
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Il s’agit ici d’un phénoméne assez différent, mais nous verrons 
plus loin que cet auteur a pressenti la synergie, en méme temps 
qu il démontrait Phétérogénéité des bactériophages. 

Dans le but de compléter I’étude de la détermination de la taille 
des bactériophages par |’ultracentrifugation (8), j'ai demandé a 
M™ Guélin de me confier quelques-uns des bactériophages actifs 
sur le bacille paratyphique B qu’elle venait d’isoler des eaux du 
Bassin de la Seine (4). Le hasard a voulu que le premier étudié 
avait été momentanément mis de cdté par elle comme présentant 


Fig. 4, — Filtrat initial (B. gp + B. pp), aprés dix-huit heures détuve, sur b. 
paratyphique B initial (R +S) : 4° Rares petites plages & peine visibles; 
2° Amas irréguliers de plages moyennes; 3° grandes plages & bords polycy- 
cliques. 


des irrégularités dans les titrages. Sans doute, aprés avoir terminé 
étude des autres bactériophages paratyphiques, elle se réservait 
de revenir sur celui-la pour élucider les raisons de ces irrégu- 
larités, Par Ja suite, mise au courant des faits constatés, elle m’a 
laissé toute latitude pour continuer mon travail et publier mes 
meta Je la prie done de trouver ici expression de ma 
gratitude. 


(3) P. Lépine, P. Nicorre et J. Gruntini, ces Annales 1942. 68, 503. 
(4) A. Gufnin, ces Annales, 1942, 68, 481. oe 
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Le bactériophage désigné sous |’étiquette : bactériophage para- 


_typhique B Choisy, provient des eaux de la Marne. Bien qu’isolé 


a partir d’une seule plage, au lieu de donner, sur boite de gélose, 


comme les autres bactériophages, des plages sensiblement toutes 


de méme taille, il montrait, aprés une nuit d’incubation a 37° C 


? 


quelques plages de grand diamétre (2 4 3 mm.), a bords poly- 
cycliques, et de nombreux amas de 4 a 10 plages de taille moyenne 


(0,5 4 1 mm.) plus ou moins confluentes. En outre, on voyait, on 


devinait plutét, un certain nombre de plages extrémement petites, 


€ la limite de la visibilité (fig. 1). Les grandes plages mal limi- 


tées, les amas imprécis de plages moyennes, les petites plages a. 


peine visibles rendaient illusoire toute tentative de numération. 


_ Pour aller plus avant dans |’étude de ce bactériophage, il était 


indispensable de trouver le moyen de rendre plus visible les 
petites plages et de dissocier les amas. 
_En suivant d’heure en heure l’apparition des plages, on cons- 


tate qu’il se forme d’abord, trés réguliérement, deux sortes de 


plages : 
Pour I goutte d’une dilution a 10—* du filtrat, on voit appa- 


-raitre aprés cing ou six heures d’étuve, d’une part, un nombre 


considérable (8 A 4.000) de trés petites plages, en piqdres 
d’épingle ; d’autre part, un nombre restreint (50! environ) de 


grandes plages : les deux sortes de plages si totalement diffé- 


rentes et ne ménageant entre elles aucune forme de transition, 


correspondent de toute évidence 4 deux bactériophages différents. 


Reste a expliquer pourquoi, aprés dix-huit heures d’étuve, il 
apparait des plages de taille moyenne et pourquoi celles-ci se 


- groupent en amas au lieu de se répartir uniformément a la surface 


de la gélose. 
En remettant a ]’étuve la boite qui nous a servi 4 la description 
des petites et des grandes plages, et en continuant l’observation, 


on assiste a l’extinction progressive des petites plages, envahies 


par une culture secondaire ; aprés douze 4 quinze heures, il n’en 
subsiste plus que quelques-unes visibles seulement par un artifice 
d’éclairage. D’autre part, les grandes plages perdent aussi leur 


contour net ; elles se comblent par culture secondaire. Cependant 


elles ne disparaissent pas complétement. Leur emplacement reste 
marqué par un ou plusieurs points centraux ou excentriques au 
niveau desquels la gélose reste 4 nu. Plus tard, ces points s’agran- 
dissent. légérement. et, a l’intérieur de chaque ancienne grande 
plage, on constate une ou plusieurs plages moyennes, ou un amas 


_de plages plus ou moins nettement sépareées. Quelquefois, |’amas 


formé de plages confluentes occupe la surface entiére d’une 
ancienne grande plage. Cependant, il est aisé, le plus souvent, 
de retrouver extérieurement 4 l’amas une aréole, un croissant, 


un coin de l’ancienne plage, plus qu’a demi effacés et non touchés 


ENE AN. 


par la lyse seconde (fig. 2). 
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En examinant les choses altentivement, on constate que, par 
suite de la densité de la répartition des petites plages et de la 
largeur considérable des grandes, un certain nombre (de 1 a 10) 
de corpuscules du bactériophage a petites plages doivent forcé- 
ment se trouver semés sur la surface occupée par chaque grande 
plage. Dés lors, il devient évident que les plages moyennes appa- 
rues sur l’emplacement d’une grande plage presque entiérement 
effacée correspondent aux petites plages que nous avons décrites 


Fic, 2. — Filtrat initial (B. gp + B. pp), aprés cing heures d’étuve seulement, 
sur b. paratyphique B. initial (R +S) : 4° Nombre considérable de petites 
plages trés visibles: 2° Une cinquantaine de grandes plages bien percées. 


plus haut. L’agrandissement de leur surface est dd, sans doute, 
a la superposition des effets des deux bactériophages, 

Mais pour quelles raisons ces petites plages si minuscules et si 
fugaces quand elles se trouvent situées dans lintervalle des 
grandes deviennent-elles larges, nettes et persistantes lorsqu’elles 
prennent naissance au milieu d’une de celles-ci ? Les deux bacté- 
riophages n’agiraicnt-ils pas en synergie pour donner une lyse 
plus intense, a la fois, et plus durable ? 

Avant d’entreprendre |l’analyse du phénoméne, il fallait 
démontrer que le filtrat en question contenait bien, réellement, 
deux bactériophages. J’ai done cherché a les séparer lun de 
autre. 
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IsOLEMENT DU BACTERIOPHAGE PARATYPHIQUE B 
A GRANDES PLAGES (B. gp). 


Le filtrat bactériophagique initial, mis en présence du bacille 
dysentérique Y6R ne donne qu’une seule varieté de plages, 
grandes, bien délimitées et bien percées. Pour une méme dilution, 
sur le bacille Y6R, le nombre de plages reste du méme ordre, 
quoique sensiblement supérieur, que celui qu’on obtient sur le 


Fig. 3. — B. gp, aprés cing heures d’étuve, sur b. paratyphique B. initial (R +,S) : 
Grandes plages bien percées. Les petits points noirs qui parsément la figure 
ne sont pas des plages, mais des poussiéres sur le cliché. 


bacille paratyphique B. Sur le fond trés homogéne de la culture 
du bacille Y6R on ne constate rien de semblable aux petites 
plages qui apparaissent sur le bacille paratyphique B. On en peut 
conclure que, seul le bactériophage 4 grandes plages est actif sur 
le bacille Y 6R. En effectuant, sur ce bacille, plusieurs passages 
a partir du filtrat initial, j’ai obtenu le bactériophage a grandes 
plages a l'état pur. 

Dans un ballon de Kjeldahl contenant 10 c. c. de bouillon, on 
a mis I goutte du filtrat initial et I goutte d’une suspension d’une 
culture de vingt-quatre heures sur gélose du bacille Y 6R. Aprés 
trois heures d’agitation au bain-marie 4 37° C, on filtre sur bougie. 
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En répétant plusieurs fois l’opération, on a obtenu un filtrat qui, 
essayé sur le bacille para B, a donné, aprés six heures d’étuve, 
exclusivement des grandes plages. Aprés dix-huit heures, ces 
plages sont A peu prés complétement effacées. Pour éliminer 
l’hypothése d’un retour possible 4 aspect initial (grandes plages 
criblées de petites) par contact répété du bactériophage avec le 
bacille para B on a effectué, 4 partir du filtrat B. gp une série 
de passages sur le bacille para B en bouillon. Aprés 8 passages, 


Fic. 4. — B. gp, aprés dix-huit heures d’étuve, sur b. paratyphique B. initial 
(R+ 8). Les mémes plages presque entitrement effacées. Les petits points 
noirs sont des poussiéres sur le cliché. 


le nouveau fillrat ne donnait toujours, sur le bacille para B, que 
de grandes plages. Le filtrat B. gp contient donc le bactériophage 
a grandes plages a |’état de pureté. 


Caractéres et propriétés du B. gp. 
Ce bactériophage 4 grandes plages s’est montré trés voisin 
du $13 de F. M. Burnet (fig. 3 et 4). 
Comme le faisaient supposer la dimension de ses plages (5) et 


(5) On sait que, pour des bactériophages de taille différente, actifs 
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_ Sa faible sensibilité au frottement (6), c’est un bactériophage de oe 
tres petite taille (on sait que le S 18 est le plus petit des bacté- vy 
riophages connus). Pes. 
Lultracentrifugation opérée par MM. Lépine et Giuntini a es 
permis de lui attribuer un diamétre moyen de 24,5 My. ; a 
Lrultrafiltration, pratiquée par M. Rouyer, a donné un diameétre 

de 13 a 20 my. Comme le S 13, ce bactériophage est tres sensible | ae 
ala lumeére : R. Wahl a établi qu’il perdait 50 p. 100 de son 0. aa 
> @ > : > nas one . : 
litre apres trente minutes d’exposition 4 la lumiére du jour. Enfin oA 

la parenté avec le S13 a été confirmée par des expériences de ae 
neutralisation du S13 avec un sérum anti-B.gp. Le $13 et le B.gp ee 
sont neutralisés:& peu prés au méme taux par ce sérum. Be 
VERIFICATION DE L’ACTION SYNERGIQUE DU B. gp a 

ET DU BACTERIOPHAGE A PETITES PLAGES. MG 

y ‘ 

Pour vérifier existence d’une synergie lytique par la conju- ; am 
gaison des effets de deux bactériophages, il n’était pas nécessaire i 
disoler le deuxieme a l’état de pureté. Sur une boite de gélose (0) se 
(gélose a 1 p. 100 n’ayant séjourné avant l’emploi que vingt- Memes. 

- quatre heures a l’étuve), on a étalé ensemble : 1° I goutte du Bi 
 filtrat B. gp. non dilué, par conséquent a dose suffisante pour (oes 


. lyser toute la culture sans qu’il puisse se former des plages ie 
 séparées (dose couvrante); 2° I goutte d’une dilution du filtrat ese 
- bactériophagique initial, contenant donc a la fois le B. gp dont 
les quelques corpuscules s’ajouteront & la masse de ceux du 
_ B. gp pur mis en premier, et le bactériophage a petites plages, 
dilution caleulée pour que le nombre des petites plages soit faci- 
_ lement numérable (une centaine) [dose paucicorpusculaire] ; enfin, 
3° I goutte d’une suspension assez dense d’une culture de vingt- 
quatre heures du bacille paratyphique B. Aprés cing heures d’in- 
cubation, la surface de la gélose présente une couche bactérienne 
mince, homogéne et semi-transparente. Cette couche est formée, 
du moins en majeure partie, par une culture secondaire a la lyse 

produite par le B. gp. Peu de temps aprés, tandis que la couche. 

bactérienne s’épaissit, apparaissent un certain nombre de plages 
| de moyenne grandeur (1 4 2 mm.), nettes et bien percées. Aprés 
vingt-quatre heures d’étuve, les plages persistent toujours (fig. 5). 


sur la méme bactérie, il y a une relation inverse entre la grandeur 
des plages et la dimension des corpuscules (ELrorp et Anprews, Brit. 
J. exper. Med., 1932, 13, 446). . 

(6) On a établi également qu’il y a un rapport inverse entre la taille 
des bactériophages et leur sensibilité au frottement sur la gélose 
(P. Nicoute, C. R. Soc. Biol., 1941, 435, 709 et 1098 et ces Annales, 1943, 
69, 116). 

Annales de UVInstilut Pasteur, t. 70, ne 5-6, 1944. 41 
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Leurs bords sont a pic, d’un tracé parfaitement arrondi. Leur 
surface est entiérement lisse et nue. A leur endroit, la couche 
bactérienne semble avoir été coupée a l’emporte-piéce. Elles ne 
montrent, méme aprés quarante-huit heures d’étuve, aucune 
tendance a s’effacer. 

Voila done réalisée la reproduction du phénoméne des grandes 
plages en voie d’effacement, criblées de plages persistantes, avec 
cette différence qu’ici toute la surface de la boite de Petri est 
image d’une seule des grandes plages de ]’expérience initiale. 


Fis. 5. — B. pp, & dose paucicorpusculaire, en présence du B. gp a dose cou- 
vrante, sur b. paratyphique B. initial (R-+ S$), aprés vingt-quatre heures 
d’étuve. Les plages sont nettement plus grandes que dans le cas B. pp seul. 
D’autre part, elles restent parfaitement percées méme apres vingt-quatre 
heures d’étuve. 


Les deux baclériophages produisent, par conséquent, en super- 
posant leur action, un effet lyuque non seulement plus intense, 
done quantilalivement plus important, mais aussi plus durable, 
done qualitalivement différent, 14 ot chacun d’eux isolément ne 
donnait quune lyse fugace. I] s’agit done bien ici d’une synergic 
renforeatrice. } 

Quel est le mécanisme de cetle action synergique ? D’aprés ce 

. da e ses > ; * G : 
qui vient d’étre dit, on peut déji penser que le bactériophage a 


Bees 


ey 


SYNERGIE LYTIQUE 163 


petites plages lyse avec énergie la culture secondaire du B. gp 
et qu aprés cette seconde lyse il ne se produit pas, du moins en 
vingt-quatre heures, de culture tertiaire. Mais est-ce la tout ? 


Le moment était venu d’isoler le bactériophage a petites plages 
a l’état de pureté. 


IsOLEMENT DU BACTERIOPHAGE PARATYPHIOUE B 
A PETITES PLAGES (B. pp). 


Nous avons dit plus haut qu’une goutte d’une dilution a 10—¢ 
du filtrat initial donnait, aprés six a huit heures d’étuve, environ 
3 a 4.000 petites plages et 50 grandes. II est bien facile, dans ces 
conditions de grande différence du titre de chacun des bactério- 
phages, de séparer du mélange 1|’élément le plus nombreux. II 
suffit d’opérer une série de dilutions telles que les chances pour 
qu’un corpuscule du moins nombreux subsiste dans I goutte de 
la dilution finale soient pratiquement nulles. 


Dans un ballon de Kjeldahl contenant 10 c. c. de bouillon trés légé- 
rement ensemencé avec du bacille para B, on met I goutte d’une dilu- 
tion a 10—" du filtrat initial. Cette goutte, d’aprés les titrages anté- 
rieurs et concomitants doit contenir 3 a 4 corpuscules du bactériophage 
a petites plages et plus du tout du B. gp. En effet, A cette dilution, 
il faudrait mettre XX gouttes pour introduire dans le mélange un seul 
corpuscule de ce bactériophage. Il y a donc 19 chances sur 20 pour 
que la goutte introduite dans le ballon ne contienne que du bactério- 
phage A petites plages. Aprés trois heures d’agitation au bain-marie 
4 37° on filtre la culture. Le filtrat est alors essayé pour vérifier l’absence 
du B. gp et pour apprécier la teneur en B. pp (1,8 x 10%), puis avec 
I goutte de ce filtrat on répéte l’opération pour obtenir un titre plus 
élevé. On a ainsi finalement le bactériophage 4 petites plages (B. pp) 
A V’état pur, du titre de 6,6 x 10°. 


CARACTERES ET PROPRIETES DU BACTERIOPHAGE B. pp. 


Ce bactériophage donne sur le bacille paratyphique B des plages 
non seulement de trés petite dimension, mais encore trés fugaces 
(fig. 6). Ainsi que la petitesse de ses plages et sa grande sensi- 
pilité au frottement le faisaient prévoir, c’est un bactériophage de 
erande taille. L’ultracentrifugation lui a donné un diamétre moyen 
de 41 mp et ultrafiltration de 30 a 65 my. 

Il est peu sensible a la lumiére. 

Il n’est pas neutralisé par le sérum anti-B. gp, ni par le sérum 
anti-C 16. Leh 

En possession des deux bactériophages isolés, on a reproduit 
l’expérience de la synergie en mettant le B. gp a dose constante 
et le B. pp a dose paucicorpusculaire et I goutte d’une suspension 
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du bacille paratyphique B. On a obtenu ainsi le phénoméne des 
grandes plages effacées, criblées de plages persistantes. Retour- 
nant & ce moment le procédé, on a mis le B.pp a dose couvrante 
en présence du B. gp a dose paucicorpusculaire. Sur le fond assez 
cranuleux de la culture secondaire du B.pp, de trés grandes 
plages de B. gp sont. apparues. Le B. gp agit done lui aussi sur 
la culture secondaire du B.pp. La synergie est réciproque. 


Fic. 6. — B. pp sur b. paratyphique B. initial, 
aprés vingt-quatre heures d’étuve. Petites plages presque entitrement effacées. 


SYNERGIE LYTIQUE EN BOUILLON. 


Il convenait de vérifier l’action synergique des deux bactério- 
phages sur une culture en bouillon. 


Trois ballons de Kjeldahl recoivent 10 c. c. de bouillon, une dose 
trés faible de bacille para B. Dans le premier, on met II goultes du 
B. gp (titre 1,5 x 107). Dans le deuxiéme, XL gouttes du B. pp 
(titre 1,8 x 10%). Dans le troisiéme, I goutte du B. gp et XX gouttes 
du B. pp. Le troisiéme ballon ne contient donc que la moitié de la 
dose de chacun des bactériophages mis dans les ballons 1 et 2. Le 
trouble, 4 peine perceptible au départ dans les 3 ballons, est évalué 
simplement A l’ceil par comparaison avec un témoin formolé non placé 
dens le bain-marie. Bien que cette maniere d’apprécier Je degré de 


Départ 15 h. 30 . . 


SYNERGIE LYTIQUE 
Véclaircissement soit trés grossiére, les différences constatées sont telle- 
ment nettes qu’elles prennent une valeur suffisante. 


; ° 


Bg B 


. 1Gp. ee 
kee sil hy. 
th. = ean 


niaceba te, +44+4+4+4+4+44+ 
Sie. ++4+4+4+44+4+4++ 
+4+4+4++4++4+44 
-|+++++4+4+4+44|++4+4+44++44+4 


Dans cette expérience on voit que l’association de doses données 
du B- gp et du B. pp agit plus rapidement, et surtout d’une 
maniere plus durable, que les doses doubles de chacun des bacté- 
riophages séparément. La synergie lytique des deux bactério- 
phages se manifeste done également dans les cultures en bouillon 
du bacille paratyphique B. 


ANALYSE DU PHENOMENE DE LA SYNERGIE LYTIQUE. 


J’ai cherché si la synergie n’était pas due au fait suivant : Jes 
cultures secondaires de chacun des deux bactériophages devenues 
résistantes au bactériophage qui les a provoquées ne resteraient- 
elles pas sensibles, au contraire, 4 l'autre bactériophage ? La 
synergie se réduirait dans ce cas 4 une action lytique croisée sur 
les cultures secondaires de chaque bactériophage. 

Dans le but d’élucider ce point, j’ai isolé, a partir des cultures 
secondaires aprés l’action de l'un et Jlautre bactériophage, 
plusieurs souches bactériennes. Aprés l’action du B. gp en bouillon 
sur le bacille paratyphique B, la culture secondaire, convenable- 
ment diluée, a permis ]’isolement d’une variante rugueuse et d'une 
variante lisse. La’ variante rugueuse s’est montrée sensible au 
B. gp, ainsi qu’au B. pp. La variante lisse s’est montrée résistante 
au B. gp et sensible au B. pp. 

Ces résultats indiquent clairement, par le comportement iden- 
tique des variantes dans l’un et l’autre cas, que Vexplication de 
la synergie ne se trouve pas dans cet ordre d’idées. Hl faut néan- 
moins retenir de cette expérience que les variantes R et S se com- 


B. gp B. pp + B. 
II gouttes XL goutles I gente XX nate 


} 
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portent différemment vis-a-vis des bactériophages et que les 


variantes homonymes ont le méme comportement dans le cas des 
cultures primaires et dans celui de’ cultures secondaires. Ainsi la 
provenance de cultures secondaires aprés l’action de l’un ou 
lautre bactériophage ne leur confére, dans les conditions de 
lexpérience, aucune résistance. Je me suis trouvé amené a étudier 
le comportement des variantes R et S du bacille paratyphique B 
initial vis-a-vis des bactériophages. 


IsoLEMENT DES VARIANTES R ET S DU BACILLE PARATYPHIQUE INITIAL. 
Erube DE LEUR SENSIBILITE AUX BACTERIOPHAGES B. gp er B. pp. 


Par la méthode habituelle de séparation des germes sur boites 
de gélose, en partant d’une culture en: bouillon de vingt-quatre 
heures du bacille paratyphique B initial (souche Roulant), on a 
obtenu, une premiére fois, 17 colonies rugueuses (68 p. 100) et 
8 lisses (32 p. 100), une deuxiéme fois, 38 colonies rugueuses 
(70 p. 100) et 12 lisses (30 p. 100). 

Eprouvé avec la variante R, le bactériophage B. gp donne, 
aprés six heures d’étuve, des plages d’un diamétre assez grand, 
nettement percées et persistantes. Aprés vingt-quatre, et méme 
quarante-huit heures, les plages sont encore parfaitement percées. 
Elles présentent seulement, dans la zone périphérique, un léger 
piqueté de colonies secondaires distinctes (schéma 1, p. 170). 

Avec la méme variante R, le bactériophage B. pp a donné des 
plages de trés petit diamétre, peu visibles, méme aprés six heures 
d’étuve et tendant 4 s’effacer. La variante R est done sensible aux 
deux bactériophages, mais elle subit, par l’action du B. gp, une 
lyse persistante, alors que le B. pp ne provoque qu'une lyse 
fugace. 

La variante S s’est montrée totalement réfractaire au B. gp. Sous 


—Laction du B. pp (schéma 2), on a obtenu des plages de taille 


moyenne et persistantes. La variante S est donc insensible au 
B. gp, mais elle donne, avec le B. pp, une lyse persistante. 

Les variantes R et S isolées a partir du bacille paratyphique B 
initial ne se comportent done pas différemment des variantes R 


et S isolées des cultures secondaires aprés l’action des. bactério- 
phages. 


ACTIONS ASSOCISES DES BACTE:RIOPHAGES B. gp er B. pp 
SUR CHACUNE DES VARIANTES DU BACILLE PARATYPHTOUE B. 
Si, maintenant, on met en présence de chacune des variantes 
du bacille paratyphique B initial (7), 4 tour de réle, d’une part un 


(7) Gratis a montré, il y a plus de vingt ans (C. R. Soc. Biol., 1923, 
89, 821 et 824), qu’un principe fort vis-d-vis du colibacille devait sa 
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des bactériophages 4 dose paucicorpusculaire, d’autre part le 
bactériophage synergique A dose couvrante, on obtient les résul- 
tats suivants (schéma 7, p. 171) : 

Sur la variante R, en présence du B. pp a dose couvrante, le 
B. gp donne de trés grandes plages, assez peu visibles du fait que 
la culture secondaire aprés la lyse du B. pp ne donne pas une 
couche homogéne, mais un piqueté de petites colonies. Quoique 


peu visibles, ces plages persistent sans trop s’effacer pendant. 


vingt-quatre heures. Le B. gp agit donc sur la culture secondaire 
du B. pp. La méme variante, traitée par le B. gp a dose couvrante 
et le B. pp a dose paucicorpusculaire, est totalement lysée. On a 
vu, en effet, que le B. gp produit, a lui seul, la lyse persistante 
de la variante R. Il est done compréhensible qu’il ne puisse appa- 
raitre, sur la surface entiérement et durablement lysée de la 
culture, aucune plage du B. pp. Aprés vingt-quatre heures, toute- 
fois, comme il arrive souvent lorsqu’on a affaire a une dose trés 
fortement lytique d’un bactériophage, il apparait de nombreuses 
colonies de culture secondaire, bien séparées par des intervalles 
ou la gélose reste & nu. Mais cette culture secondaire, formée de 
colonies séparées, ne permet pas au B. pp de se manifester par 
des plages. 

Sur la variante S, en présence d’une dose couvrante du B. pp, 
le B. gp ne devrait rien donner puisque nous avons vu qu’il était 
totalement inactif sur cette variante. A ma grande surprise, j’ai 
constaté plusieurs fois, mais non toujours, qu’il donnait cependant 
des plages. C’étaient des plages d’un caractére un peu spécial. 
Elles apparaissaient sur le fond lysé, finement granuleux et jaunatre 


de la culture secondaire, aprés l’action du B. pp, comme des sur-: 


faces arrondies, 4 bords légérement festonnés, et constituées par 
une trés mince zone hyaline périphérique et un disque central plus 
opaque. Ce disque central, quoique lui aussi finement granuleux 
était plus translucide que le fond de la culture secondaire. En 
éclairage oblique sur fond sombre, il apparaissait verdatre. Ces 
plages persistaient plus de vingt-quatre heures a l’étuve (fig. 7). 

La variante S, insensible au B. gp seul, le deviendrait, par 
conséquent lorsqu’on fait agir en méme temps que lui le B. pp. 
La lyse est plus compléte et plus durable par l’association des 
deux bactériophages que par le B. pp seul. C’est la un exemple 
particuliérement frappant d’une synergie produite par l’associa- 
tion d’un agent inactif et d’un agent faiblement actif. Indépen- 
damment des lumiéres qu’il projette sur le probleme de la synergie, 
le fait qu’un bactériophage non actif sur une souche bactérienne 


puissance lytique a J’association de deux principes faibles agissant 
chacun sur la culture secondaire A l’action de l’autre, culture secon- 
daire constituée par la variante résistante au phage qui l’a provoquée. 
C’était un cas remarquable de synergie telle que nous Ventendons ici. 


~~ 
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puisse étre révélé par Vaction concomitante d’un autre bactério- 
phage me parait d’une grande importance tant théorique que pra- 
tique. Gratia a signalé un phénoméne du méme ordre, mais il ne 
l’a pas analysé. Je répete que le phénoméne ne s’est pas produit 
a tous coups. I] est encore a l'étude. Peut-élre ne se manifeste-t-i] 
que lorsque la variante S n’est plus absolument pure, mais com- 
mence 4 contenir une petite proportion de variante R. 

Sur la méme variante S, le B. pp, a dose paucicorpusculaire, 


Fic. 7. — B. gp & dose paucicorpusculaire en présence du B. pp a dose cou- 
vrante snr variante S aprés dix-huit heures d’étuve. Plages fantémes dues 
vraisemblablement a la réapparition d’une petite quantité de variante R dans 
la souche S. 


en présence du B. gp a dose couvrante, donne des plages trés 
bien percées et persistantes. IL y a done, la encore, une synergie 
lytique entre le B. pp et le B. gp vis-a-vis de la variante S. 


AcTIONS Associies DES BACTERIOPHAGES B. gp er B. pp 
SUR LE MBLANGE VARIANTE. R + VARIANTE S. 


I] restait a faire la contre-épreuve de l’expérience initiale 
faire agir sur le mélange des deux variantes les deux bactério- 
phages seuls, puis associés. On devait obtenir les mémes résultats 
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qu'avec: le bacille paratyphique B initial. C’est ce qui s’est réalisé : 
le B. pg sur le mélange R+S a donné de grandes plages vite 
effacées ; le B. pp, de petites plages encore plus fugaces. L’asso- 
ciation B. gp + B. pp sur le mélange R+S, forme de grandes 
plages en voie d’effacement criblées de plages bien percées. Dans 
celle expérience, on retrouve la figure du phénoméene initial, 
reconstitué par la réunion de ces différents éléments, que l’analyse 
nous avait permis de séparer (schéma 8). 


R&ESUME ET CONCLUSIONS. 


Le filtrat bactériophagique étudié donnait, en présence du 
bacille paratyphique B (souche Roulant), sur boite de gélose, a 
coté de petites plages peu visibles et fugiaces, de grandes plages 
en voie d’effacement dont la surface était plus ou moins criblée 
de plages moyennes parfaitement percées. 

Le filtrat contenait en réalité deux bactériophages distincts” qui 
ont été isolés chacun a |’état de pureté. Le premier donne de 
grandes plages fugaces (B gp). Le second, de irés petites plages, 
également fugaces (B. pp). 

Lorsqu’on mélange ces deux bactériophages en proportions 
telles que quelques *corpuscules du B. pp doivent étre forcément 
répartis sur l’emplacement d’une des grandes plages du B. gp, 
on reproduit l’aspect des plages criblées. Chaque corpuscule du 
B. pp situé dans l’aire d’une grande plage du B. gp donne, au 
heu d’une trés petite plage vite effacée, une plage de diaméetre 
moyen, bien percée et persistante. Ce phénomeéne est dd a |’action 
synergique des deux bactériophages : aux endroits ou ceux-ci 
conjuguent leurs effets, la lyse devient plus intense et durable. 
Diverses expériences sur gélose et en bouillon le prouvent clai- 
rement. Ceci rappelle le principe fort de Gratia. 

Le mécanisme de cette synergie lytique est assez compliqué. Le 
bacille paratyphique B utilisé s’est montré constitué par 70 p. 100 
de la variante rugueuse et 30 p. 100 de va™ante lisse, La variante 
rugueuse est sensible aux deux bactériophages : avec le B. gp, 
elle donne des grandes plages persistantes ; avec le B. pp, des 
plages trés petites et fugaces. La variante lisse donne avec le 
B. pp des plages de taille moyenne, persistantes, tandis qu'elle 
est totalement insensible au B. gp. 

Ainsi, qu’il s’agisse de l’une ou de l’autre des variantes, les 
deux bactériophages exercent sur chacune d’entre elles prises sépa- 
rément des activités lytiques d’une intensité inverse : la variante R 
est lysée d’une maniére persistante par le B. gp et d’une maniére 
fugace par le B. pp (schéma 1). La variante S n’est pas touchée 
par le B. gp tandis qu’elle est lysée d’une maniére persistante par 
le B. pp (schéma 2). 


+ 
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Les deux variantes, de leur cété, sont d’une sensibilité inverse 
a l’action d’un méme bactériophage. Ainsi le B. gp Sa “i 
variante R, des plages bien percées et persistantes, tandis qu 
est totalement inactif sur la variante S (schéma 3). Le B. pp de 


Scuimas 1 & 4. 


son cdlé, ne donne avec la variante R que des plages fugaces et 
de petite taille, alors qu’au contraire il donne des plages bien 
percées et persistantes avec la variété S (schéma 4). 

Des lors, on comprend que chaque bactériophage agissant seul 


4 
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sur le mélange R+S ne peut donner que des plages fugaces 
puisque, si lun des composanis du mélange bactérien est lysé 
dune maniere persistante, l’autre, au contraire, ou bien_n’est pas 
touché, ou bien ne l’est que partiellement (schéma 5 et 6). Ceci 


\ 


Schema § Schema 6 


ie 


Scnimas 5 a 8. 


expligue pourquoi, sur la souche initiale du para B, les grandes 
plages du B. gp et les petites plages du B. pp se sont montrées 
fugaces.  _ 

Si, maintenant, on associe les deux bactériophages et qu’on les 
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fasse agir sur chacune des variantes, comme Yun des deux a lui 
seul est déja capable de donner des plages persistantes, a plus | 
forte raison l’associalion des deux. 

Le bactériophage associé, ou bien n’agit pas, mais ne géne en- 
rien l’action de l’autre, ou bien agit faiblement, et cette légére | 
action s’ajoute a l’action du premier. Dans les deux cas, les plages: 
sont bien percées et persistantes (schémas 7 et’ 8). 

Il y a la une analogie assez remarquable avec ce qui se passe 
dans les associations médicamenteuses selon la loi de Burgi 
(synergie renforeatrice). 

Indépendamment de l’intérét théorique qu'il vy avait a éclaireir 
la question de la synergie lytique de deux bactériophages, sur le- 
plan technique, le procédé inauguré ici, qui consiste 4 utiliser un 
bactériophage 4 dose couvrante avec un autre bactériophage & dose 
paucicorpusculaire pour renforcer l’effet lytique de ce dernier, 
apporte un moyen d’étudier et de numérer avec une grande com- 
modité ct une précision parfaite un bactériophage qui, comme le — 
B. pp, serait A peu prés impossible 4 étudier quantitativement par 
le procédé direct. L’expérience montrera si un tel procédé est — 
susceplible d’étre généralisé. On peut se demander également si, 
a coté de la plus erande commodité qu'il apporte pour l'étude de . 
certains bactériophages difficilement numérables, i] ne permettrait 

pas de révéler des bactériophages dont l’existence a été jusqu’ici 
sAscupeninels L’exemple donné plus haut d’un bactériophage qui 
ne produit pas de plages apparentes avec une variété bactérienne, | 
mais qui manifeste son existence par la formation de plages 
lorsqu’on lui associe, A dese couvrante un autre bactériophage, 
permet de l’espérer. 
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SUR L’AUTOLYSE DU BACILLE M. DE LEMOIGNE = 


par P. HEITZMANN et P. BRECHOT. 


(Institut Pasteur, Service des Fermentations, Prof. Lemorcne.) RP 


Les bacilles M de Lemoigne mis en suspension dans l’eau 
s’autolysent (1), ils abandonnent au liquide de nombreux produits ee 
comme les acides §-hydroxybutyrique, acétique, phosphorique. : 


5 a 

Ces bacilles sont aérobies stricts, en l’absence d’air ils ont une 4 
glycolyse presque nulle, mais la présence d’accepteurs d’hydro- ee 

_ gene comme l'acétyle-acélate (2), le pyruvate (3) déclenchent la Remar 
_ glycolyse par un processus qui nous est encore inconnu. ou 
_ Le mécanisme de la fermentation alcoolique a pu étre analysé ae 
| parce qu’il a été possible de préparer la zymase de Buchner et le an 
suc de Lebedew. Les enzymes de cette fermentation passent en me 
solution et peuvent agir toutes simultanément dans le méme 4 

- milieu. Tre 
En ce qui concerne Je mécanisme d’une glycolyse aérobie i] faut % 

— noter qu’il n’a pas été possible d’avoir en solution un complexe va 
enzymatique fonctionnant comme la cellule vivante. On connait : “A 
des oxydases et des peroxydases susceptibles de fixer sur certains a 


composés l’oxygéne de lair, mais il s’agit toujours de réactions 
simples et non d’un ensemble de réactions. 

Par analogie avec ce qui se passe dans la fermentation alcoo- 
- lique, il est logique de supposer que la glycolyse chez les étres 
-aérobies est constituée par une suite de réactions simples : ia 


Glucose _> A—> B -> C-> D> E-»> F->G-~>C0,+ H,0 (I) 
(en présence d’oxygéne). 


telles qu’une isomérisation, une hydrogénation ou une déshydro- 
_ génation, une hydratation ou une déshydratation, une décarboxy- 
lation. / 

Ces réactions ne sont alors pas indépendantes les unes des 
autres. La réaction B—>C aura par exemple besoin pour se pro- 
duire de la réaction F—>G; nous dirons que ces deux réactions 
sont couplées. Ce couplage peut consister en un transport d’hydro- 


 géne, mais cela peut étre aussi un transport d’énergie. 


(1) Lemoiene, ces Annales, 1925, 39, 144. 
(2) Herrzmann, ces Annales, 1943, 69, 29. 
(3) Herrzmann et Grevet, C. R. Acad. Sci., 1948, 216, 694. 
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Si dans la glycolyse phosphorylante nous entrevoyons comment 
ce transport d’énergie se fait par les composés phosphorylés, 
nous n’avons aucune précision sur la nature de ces tnansports 
dans la glycolyse en présence d’oxygéne. . ) 

D’aprés les travaux de Warburg (4) nous savons qu’entre loxy-_ 
géne et le composé hydrocarboné qui est oxydé, il existe toute une 
série d’intermédiaires transporteurs d’hydrogéne : ferments respl- 
ratoires, cytochromes a, b, c. 

Lorsque la cozymase s’hydrogéne, l’acide adénylique se en | 
forme simultanément en acide adénylpyrophosphorique : il y a_ 
un transport d’énergie. A priori, il n’y a aucune raison pour 
qu'un phénoméne analogue ne se produise pas lorsque "hydro-, 
géne se transporte sur les cytochromes et le ferment respiratoire. — 

Pour analyser le mécanisme d’une glycolyse il n’existe cepen- 
dant pas de régle générale. : 

a) L’utilisation d’inhibiteurs ne permet pas de découvrir tous les 
intermédiaires. D’aprés le schéma (I) nous voyons qu’avec un 
inhibiteur de la réaction D —> E (la réaction B-—> C étant supposée 
couplée a la réaction F—>G) il n’y aura pas accumulation du 
corps D mais du corps B, car la réaction B->C ne se produira 
pas puisque la réaction F—>G ne s’est pas produite. 

De méme le corps D ajouté au milieu nutritif ne sera pas méta- 
bolisé puisque la réaction E—>F ne peut pas se produire. Toute 
la partie comprise entre deux réactions couplées nous échappe. 

b) Cetle méme remarque vaut pour les méthodes qui permet- 
tent d’éliminer un intermédiaire en entrainant ce dernier dans la 
formation d’un complexe. Dans la fermentation alcoolique on peut 
capter Valdéhyde par le sulfite de sodium, mais l’aldéhyde ne 
peut se former que si la cozymase hydrogénée trouve un autre 
accepteur d’hydrogéene qui est en ]’occurrence Valdéhyde glycé- 
rique. La glycérine formée est toutefois un produit anormal de 
cette glycolyse. 

c) L’utilisation d’éléments marqués comme le phosphore radio- 
actif ne rend des services que lorsqu’on a pu éclaircir bien des 
points. C’est un mode de vérification plutot qu’un moyen d’inves- 
tigation. 

d) On peut, pour étudier le mécanisme, modifier légérement les 
couplages, c’est ce qui se passe dans l’oxydo-réduction glucose- 
acide acétylacétique ot la glycolyse s’arréte A des stades moins 
avancés qu’en présence d’oxygeéne. 

De étude des différences entre ces deux modes de dégradation 
on pourra déduire des remarques intéressantes sur le réle exact 
des ferments transporteurs d’hydrogéne et sur les cytochromes. 

Toujours préoccupés par ces mémes problémes, nous avons 


: 


(4) Warsurc, V° Conseil de Chimie Solvay, Bruxelles, octobre 1934, 
309 4 321. 


ee ee ee ee eee 
. . € ate 


% 


ee Nh 


eee ee 


a 


le lS 


i - AUTOLYSE DU BACILLE M. DE LEMOIGNE 175 


pensé qu'il y aurait aussi intérét a étudier de plus pres les débuts 
de l’autolyse du bacille M. 

On dit qu’une cellule s’autolyse lorsqu’elle se décompose d’elle- 
méme, mais bien souvent le mot d’autolyse est synonyme de pro- 
téolyse, car lorsqu’on a étudié ce phénomene de décomposition (5) 
on s’est surtout attaché au devenir des matiéres azotées. Mais 
entre l’instant initial ot la cellule est vivante et le moment ou 
les matiéres protéiques commencent a passer en solution, existe 
une période qui comprend la diminution et la perte du pouvoir 
respiratoire. 

Pendant cette période de pré-autolyse, il est possible que le 
systeme respiratoire ne se dégrade pas uniformément. II s’ensui- 
vrait des variations intéressantes 4 observer. C’est aussi pendant 
cette période que peuvent passer en solution certains coferments 
indispensables qui en temps normal restent dans la cellule. 


A. — LipéRATION DES DERIVES DU PHOSPHORE 
AU COURS DE L AUTOLYSE. 


On sait que dans la fermentation alcoolique tous les coferments 
sont des composés contenant du phosphore. Aussi est-ce du cdté 
des-composés phosphorylés qu’il faudra d’abord rechercher les 
_coferments du systéme respiratoire. 

_Que dans les autolysats on retrouve du phosphore minéral et 
organique, cela ne fait aucun doute (6, 7). Mais quel est le phos- 
phore qui appartient aux réserves ou aux supports et quel est 
celul qui appartient aux coenzymes ? 

Existe-t-il aussi une relation entre la perte du pouvoir enzyma- 
tique et le passage du phosphore en solution ? 

Dans le but de répondre a ces questions nous avons fait les 
expériences suivantes : 5 

Nous utilisons toujours des bacilles M cultivés sur mott de 
biére avec addition de citrate de fer. Nous prenons une culture 
de vingt-trois heures‘ 30°. 

Le phosphore est dosé colorimétriquement par la méthode de 
Lohmann et Jendrassik (8). 

a) Libération du phosphore en fonction du pl. 


Par gramme de bacille frais on ajoute 5 c. c. d’eau, 3c. c. de KCl 


_ 0,9 p. 100 et 2 c. c. de tampon. 


Les émulsions sont filtrées sur gaze. On les répartit dans des tubes 
que l’on porte a 31°. On détermine la quantité de P minéral et de 
P organique libéré au cours de cette autolyse aprés avoir éliminé les 


(5) H. Harun, Ergeb. d. Enz. Forsch., 1986, 5) 107. 

(6) Lemoieng, loc. cit. 

(7) Kossen, Z. f. physiol. Chem., 1882, 7, 7. 

(8) Lonmann et Jenprassix, Biochem. Z., 1926, 178, 419. 
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bacilles par une centrifugation 4 basse température (tableau I). Les 
quantités de phosphore sont exprimées en milligrammes et rapportees 
i 1 g. de bacilles secs. 


TasLeau I. — P total par gramme de bacilles secs : 12,3 mg. 


KCl ACETATE ACETATE BICARBONATE 
0,18 p. 100 pH 3,6 pli 5,6 0,9 p. 100 
TAMPON UTILISE 


initial 


apres 
dh. 


initial 


initial 


apres 
Sine 


initial 


gramme de bacilles 
secs . ieee 
P total, milligrammes 
par gramme de ha- 
cilles secs. . 5 


La quantité de phosphore libéré dépend trés nettement du pH. 

Pour un pH de 38,6 le P minéral libéré est nul. Il y a inhibition 
des phosphatases & ce pH. 

Au pH alcalin on voit une forte proportion de P organique 
libéré qui correspond vraisemblablement a la dégradation des 
nucléoprotéines. On sait que c’est & un pH de 8 que les acides 
nucléiques de la levure sont le plus facilement décomposés. 

b) Etude particuliére de lautolyse a pH 7. 

Pour augmenter la précision des mesures et éviter Vaction des 
diastases libérées par les bacilles nous avons étudié la libération 
du phosphore avec des bacilles lavés. 


Nous nous sommes placés 4 Ja neutralité en tamponnant le milieu 
par du bicarbonate sous atmosphére d’azote 4 10 p. 100 de CO, ou 
doxygtne 4 10 p. 100 de CO,. C’est & ce pH que nous avions étudié 
Voxydo-réduction glucose-acétylacétate. 

Des bacilles M émulsionnés avec trente fois leur masse d’une solu- 
tion de KCl 0,9 p. 100 sont centrifugés dans une supercentrifuge Shar- 
ples a 10°-15°. 

Les bacilles lavés (20 g.) sont émulsionnés avec 60 c. c. KCl 0,9 p. 100, 
20 c. c. de bicarbonate 5M et 60 c. c. d’eau. 

On filtre cette nouvelle émulsion sur gaze et on la répartit dans des 
tubes ou des fioles d’Erlenmeyer sous atmosphére d’azote 4 10 p. 100 
de CO, ou d’oxygéne 4 10 p. 100 de CO,. On laisse incuber 4 31°, aprés 
cela on refroidit et l’on centrifuge 4 basse température. 


On dose le P organique et minéral dans le liquide aprés centri- 
fugation. On l’exprime en milligrammes par gramme de bacilles 
secs. Les résultats sont consignés dans le tableau II et les 
figures 1 et 2. S’il existe des coenzymes phosphorylés agissant 
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en lia: ison avec les cytochromes et les ferments respinatoires, on ik 
peut» penser qu’en présence de cyanure ces coenzymes se dégra- og ae 
deront d’une maniére différente. Le cyanure deviendrait un moyen ae: 


Tableau I. 


cyanure 


cyanure 


cyanure 


cyanure 


cyanure 


cyanure 


cyanure 


cyanure 


ATMOSPHERE D’AZOTE ATMOSPHERE D’OXYGENE SoA 
= Rite 

Be 2 
P minéral libéré |P organique libéré}] P minéral libéré | P organique libéré ee 
(mg-) (mg.) (mg.) (mg.-) rete 

1 vs 

had 

avec sans avec sans avec sans avec sans Z 


0,432 4,82 0,286 | 0,272 as | 
0,422 2,54 0030-4) SO Sn08 ae 
0,654 0,982 | -1,03 eae 
0,854 4,26 1,28 4,20 Hs 
4,08 2,94 3533 5,34 ei 
rot FE 
; TG 
oma ass! 
® 
Prorat AVEC CyANURE | Bes ‘ 
. i : 
P TOTAL CLAN UE eee iP a 
i 
3 ae 
-. ¥ ’ < 
; Med 
Vise 
‘ eee 
; i 
fed 
Aa! 


20 30 31 
Heures 


Fic. 4., — Atmosphere dazole. 


de différenciation. Dans nos expériences il a 6té utilisé a la 

concentration de 750 

 Initialement on ne trouve pas une valeur nulle pour le phos- Fr 
phore libéré parce que le lavage n’a pas été parfait et parce que ; 
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ese la centrifugation n’a pas été faite a une température assez basse 
ay pour inhiber toutes les enzymes. Néanmoins, Vallure du phéno- | 
ms méne n’en est pas altérée. ie 

ey, Les résultats obtenus nous paraissent difficiles a interpréter. :| 
i", Il faut noter que dans l’autolyse sous atmosphére d’azote on — 
= atteint vite un palier pour le P total libéré. | 
Ae Sous atmosphére d’oxygéne Vautolyse se poursult beaucoup — 
y Pry | 
; ‘e : 

; & 
v « 
, . 
bs ” 
a 
oe 7 
i t 
ie 
a. 

:* 6 
ey 
is 5 { 

f a. | 
u 
' & 
a 
je ra 4 
Q 
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> 55 
se | S$ 
eae St 
; So 
ae gs 

4 rr 99: ¥ 
i ~ 
: So 
‘ ee 4 4 
aw 
a) Y 
Ps 4 i-5 | 
( x | 
bt O" 40 20 | 
aa Heures | 
BS, Fic. 2. — Atmosphére d’oxygéne, | 
ps plus loin. Le cyanure retarde laction des phosphatases sur les 
al composés phosphorylés en solution, fait déja observé par d'autres 
‘ auteurs. Mais en présence d’azote ce poison augmente le phos- 
; phore passant en solution. 
4 s - ay 
id B. — Variations DANS L’ACTIVITE: DES SYSTEMES ENZYMATIQUES. 
a Parallélement a cette Libération de phosphore nous avons étudié— 
es Vactivité des divers systemes enzymatiques. Nous avons aussi_ 
étudié Vinfluence du lavage. 
7 
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_@) Pour étudier l’activité du systeme permettant l’oxydo-réduc- 
tion du glucose et de l’acétylacétate, a 0,9 c. c. de l’émulsion auto- 
lysée on ajoute 1 c. c. de bicarbonate de sodium 5 p- 100 et, soit 
0,7 c. c. eau, soit 0,1 c.c. glucose 10 p. 100 + 0,1 c. «. acétyl- 


; M 
acétate ae 


On mesure par la méthode de Warburg l’acidité libérée en une heure 
a 31° sous atmosphére d’azote 4 10 p. 100 de CO,. 


b) Pour étudier l’activité de la respiration a pH 7, 


A 0,9 c. c. de l’émulsion autolysée on ajoute 0,2 c. c. de phosphate 
M : 

monopotassique 5 et 0,1 c. c. eau ou 0,1 c. c. de glucose 10 p. 100. 

On mesure par la méthode de Warburg l’oxygéne absorbé de la 


vingtiéme a la quatre-vingtitme minute a 31°. 


Nous avons mené cette étude parallélement avec des bacilles 
non lavés et avec des bacilles lavés, comme cela a été décrit pré- 
cédemment. Les résultats sont consignés dans les tableaux III 


TasLeau Il. — Les bacilles ont été conservés sous atmosphére d’azote. 


BACILLES LAVES BACILLES NON LAVES 


Oxygéne absorbé Acidité libérée Oxygéne absorbé Acidité libérée 
de la 20° en 1 heure de la 20¢e en 1 heure 
a la 80° minute (c.c. CO,) a la 80e minute (cc. C0;) 


glucose : 
sans + sans avec sans avec 
glucose | substrat | acétyl- | glucose | glucose | glucose | glucose 
acélate 


29,3 
30 

2,8 
16,6 


et IV. Les chiffres représentent des centimetres cubes rapportés 
a 1g. de bacilles secs. 

Il apparait nettement que le systéme enzymatique permettant 
 Poxydo-réduction glucose-acétylacétate se conserve mieux avec 
des bacilles lavés qu’avec des bacilles non lavés. 

Il y a dans les produits éliminés par les bacilles des substances 
accélérant lautolyse. 

Les systémes dont l’activité varie peu pendant l’autolyse se 
conservent mieux en présence d’oxygéne. Sous cette atmosphere 
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sous atmosphere d’oxygéne. 


Tasteau 1V. — Les bacilles sont conservés : 2 
i 


BACILLES LAVES 


BACILLES NON LAVES 


Oxygéne absorbé Acidilé libérée 
de la 20s en 4 heure 
a la 8Ue minule (EX EOS} 


Oxygéne absorbé 
de la 20% 
a la 80° minute 


sans avec sans 
glucose | glucose | substral | acétyl- 


acélale 


2,42 
1,81 
3,62 
9,06 


sans avec 
glucose | glucose 


24,2 
25,8 
32,3 
14,2 


Acidité libérée 
en 1 heure 
(c. Cc. COs) 


Pe a: 


—<— 


glucose H 
sans + 

substrat | acétyl- 

acélale ; 

i 

q 

: 


29,4 
3433 
29,0 
8,835 


lautolyse réactive méme le systeme provoquant l’oxydo-réduction 
glucose-acélylacélate dont Vactivité parait aller de pair avee celle 
du systeme respiratoire, 

Si avee des bacilles non lavés la respiration sans glucose est 
aussi forte qu’en présence de glucose, c’est que les bacilles frai- 
chement récollés sur plaques de gélose sont encore imbibés de 
substance nutritive. 

Le phosphore total libéré sous azote alleint presque son 
maximum au bout.de quatre a six heures, alors que les bacilles 
ont encore une certaine activité. I] n’existe done pas de paralleé- 
lisme entre le phosphore lbéré et la décomposition des systeémes 
enzymatiques. 

Pourtant lorsqu’on laisse le milieu ott se produit l’autolyse s’aci- 
difier, la diminution du pouvoir oxydo-réducteur entre le glucose 
et Vacétylacétate est beaucoup plus rapide. 

Les acides A un pHi voisin de 4,2 ont une action marquée sur 
les bacilles, méme a froid, et c’est peut-¢tre avec les acides qu il 
faudra rechercher d’autves moyens d’analyse. 


Nous tenons a remercier M. le professeur Lemoigne pour la 
bienveillanee avee laquelle il a suivi ces travaux. 


he 
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(Institut Pasteur, 25, rue du Docteuvr-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du if juillet 1943. 


‘ 


COMMUNICATION (SUITE ET FIN): 


ETUDE D'UN MILIEU SANS VIANDE 
POUR LA CULTURE DES ANAEROBIES 
LE BOU'LLON DE PLACENTA 
par A.-R. PREVOT, J. TAFFANEL et M. RAYNAUD. 


La rareté de plus en plus grande de la viande nous a obligés a 
chercher une autre matiére premicre pour la préparation des milieux 
destinés 4 la culture des anaérobies. Aprés avoir constaté que Ices auto- 
lysats de levure ne donnaient pas de bons résultats, nous avons trouvé 
dans le placenta humain une source abondante, gratuite et inépuisable 
de matiéres nutritives pour la fabrication d’un excellent bouillon de 
eullure. Voici la technique que nous avons suivie : 4 kg. de placentas 
totaux (avec membranes et cordon) sont passés au hachoir universe! 
ct additionnés de 18 litres d’eau de robinet ; on met au bain-marie 
48°, apres avoir acidifié par 150 c. c. de CIH pur et saupoudré avec 
10 g. de pepsine Vaillant, titre 500. Aprés vingt heures, on arréte la 


digestion par un chauffage 4 100°. On filtre sur Durieux mou ; on 


obtient ainsi un liquide de digestion trés acide (pH 3 environ) qui’ 
se conserve trés bien & la glaciére. A partir de cette digestion on 
obtient par les procédés habituels (neutralisation a pH donné par 
lessive de soude, précipitation ect filtration) des bouillons extrémement 
favorables 4 l’étude et a la culture.des anaérobies. Toutes les souches 
de notre collection y poussent trés abondamment et trés rapidement ; 
les fermentations anaérobies y sont tellement rapides et violentes qu’on 
ne peut pas employer le bouillon pur ; il faut le diluer au quart ou 
au tiers pour éviter le débordement des mousses. Les fermentations 
qui normalement durent douze 4 quinze jours dans le bouillon VF 
elucosé sont déja terminées en quatre 4 cing jours, parfois en vingt- 
quatre heures dans le bouillon P glucosé. La réduction des colorants 


par les anaérobies est quasi immédiate dans ce milieu : on n’a méme 


pas le temps de porter les tubes a l’étuve que le rouge neutre, la 
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safranine, le violet de crésyl, etc., sont déja virés. Les toxines des 
bacilles de la gangréne s’y développent normalement. Les géloses et 
gélatines nutritives faites & partir de ce milieu sont trés claires, trés 
favorables 4 lisolement et A la culture des anaérobies ; les colonies 

y apparaissent trés vite et y prennent des tailles exubérantes tout en 
restant caractéristiques. Nous pensons que ce bouillon est également _ 
trés favorable aux aérobies, car les souches aérobies isolées au cours 
de nos analyses depuis que nous l’employons y poussent trés vite et 
trés abondamment. 

Nous avons voulu voir si les qualités nutritives trés marquées de ce 
milieu résidaient dans ses caractéristiques azotées. L’analyse nous a 
donné : ; 

Azote total (microkjeldhal)-a. men 4,80 g. par litre. 
AzoteJaming (Sarensen) agen ete eee mene 0,46 g. par litre. 


Ces chiffres sont nettement supérieurs 4 ceux du bouillon VF en 
général et du bouillon que Prévot a proposé pour la fabrication de ia 
toxine tétanique (1). Ceci était & prévoir car, aprés l’arrét de la diges- 
tion, le résidu de substance non digérée est infime avec le placenta, 
alors qu’il est trés important avec le mélange V + F. 

Ce milieu P persistera aprés la guerre alors que la viande sera rede- 
venue abondante car ses qualités le placent trés nettement au-dessus 
de tous les autres milieux jusqu’ici employés pour les anaérobies. 


(Unstitut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


Séance du 7 octobre 1943.. 


Présidence de M. JAcoguEs TrEFOUEL. 


COMMUNICATIONS 


ETUDE 
D'UNE NOUVELLE ESPECE ANAEROBIE CHROMOGENE 
CLOSTRIDIUM CORALLINUM N. SP. 
par A.-R. PREVOT et M. RAYNAUD. 
De la sérosité prélevée post mortem sur une souris apres inoculation 
d une émulsion de poussiéres provenant d’une rue de Paris, nous avons 
isolé par la gélose profonde amidonnée un anaérobie chromogéne dont 


voici la description : 


(1) Ces Annales, 1939, 63, 600. 
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Morphologie. — Batonnet long de 3 A 4 p. Sur 0,8), de large ; isolé 
ou en paires ou en courtes chainettes ; 4 bouts arrondis ; mobile ; 
formant des filaments dans les vieilles cultures ; présentant des spores 
delba2y sur lw de large, subterminales, nettement clostridiennes, 
et dont certaines cultures renferment un grand nombre a l’état libre. 
tl présente une capsule discréte, trés difficile A mettre en évidence. 
A Vétat frais la spore et le corps microbien se montrent teintés en 
rose, le pigment étant intrabacillaire. Les formes filamenteuses sont 
granuleuses. I] est nettement Gram-positif. Il présente de 1 a 4 cils 
péritriches trés longs et ondulés. 

Physiologie. — Anaérobie strict, il résiste une minute A 100°; il croit 
au mieux aux environs de pH 7,8. Température optimum : 37° (croit 
lentement 4 18-20°). 

Caractéres culturaux. — En gélose profonde glucosée ou amidonnée 
il croit jusqu’a 8 mm. de la surface libre. Ses colonies sont ouatées 
ou arborescentes, d’une magnifique couleur rouge corail. Ce sont les 
colonies les plus prés de la surface libre qui sont les plus colorées. 
On observe a partir de ce maximum un dégradé progressif et les colo- 
nies les plus profondes ne sont pas colorées. Cependant les géloses 
restées longtemps a |’étuve ou a température ordinaire présentent des 
colonies colorées méme en profondeur. Quelques bulles de gaz se for- 
ment. Sur gélose inclinée (dans le vide) : colonies arrondies 4 bords 
irréguliers, non pigmentées ; quand on laisse l’air entrer dans le tube, 
les colonies se colorent en rouge corail. En eau peptonée : trouble léger, 
floconneux, non coloré. L’addition de glucose permet au pigment de 
se développer, surtout dans la partie supérieure du tube de Hall. En 
bouillon glucosé : trouble abondant ; dégagement gazeux ; aprés vingt- 
quatre heures d’étuve, un dépdt floconneux’ se produit ; il se dégage 
une odeur désagréable de paille moisie, mais pas de fétidité vraie. Dans 
le vide, le pigment n’apparait pas. En tubes ou en ballons ouverts, il 
apparait aprés huit 4 quinze jours. En gélatine ; trouble ; liquéfaction 
en quarante-huit heures. Dépéot noir aprés huit jours. Le lait est 
coagulé en vingt-quatre heures. Le caillot n’est pas digéré ultérieu- 
rement. Le sérum coagulé n’est pas attaqué. Le rouge neutre et la 
phénosafranine sont réduits en vingt-quatre heures. La safranine n’est 
pas réduite. Les glucides suivants sont fermentés : glucose, lévulose, 
maltose, galactose, saccharose, lactose, arabinose, xylose, mannite, sor- 
bite, dulcite, glycérol, amidon, inuline. Les pectines ne sont pas atta- 
quées. Les nitrates ne sont pas réduits en nitrites. 

Caractéres biochimiques. — La fermentation du bouillon glucosé ne 
produit ni indol, ni scatol, ni acétylméthylcarbinol. Nl se produit 
SH,, NH, (0,214 g. p. 100). L’acidité volatile atteint 0,382 g. p. 100 
(exprimée en acide acétique), et est formée du mélange : butyrique 
+ formique dans la proportion de 3 parties de butyrique pour 2 de 
formique ; il produit en outre des amines volatiles, des alcools, des 
cétones, celles-ci en grande quantité., I] ne produit pas d’acide lactique. 

Pouvoir pathogéne. — Les cultures ne sont pathogenes ni pour Ja 
souris, ni pour le cobaye en injections intramusculaires ou intraperi- 
tonéales. I] n’y a pas production de toxine et cependant le liquide de 
centrifugation d’une culture de vingt-quatre heures en bouillon glu- 
cosé est hémolytique pour les globules rouges de mouton. 

Mutations. — Dans des conditions dont le déterminisme est jusqu’ici 
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inconnu, il apparatt dans certaines cultures en bouillon glucosé une 


faible proportion de mutants qui peuvent donner des colonies dans 
toute la profondeur de la gélose, les plus élevées tant les plus colorées. 
Cette mutation ne donne cependant pas de colonie colorée sur gélose 
inclinée a l’air. Cette évolution de l’anaérobiose stricte 4 l’anaérobiose 
facultative est d’ailleurs un phénoméne déjd rencontré plusieurs fois. 
La mutation est irréversible. 

Systématique. — Ayant des spores subterminales, élant mobile et Gram- 
positif, cette espéce appartient au genre Clostridium. Il existe actuelle- 
ment 6 especes de Clostridium chromogénes (1). Nous éliminons tout 
de suite : Cl, nigrificans, qui donne des. colonies noires ; Cl. felsineum, 
Cl. haumanni et Cl. roseum, qui tous les trois sont pectinolytiques et 
donnent respectivement des colonies orangées, jaune virant au rouge et 
roses ; il reste donc 4 comparer notre espece a Cl. 
1852) et d& Cl. chromogenes (Ghon et Mucha, 1906) qui tous deux for- 
ment des colonies rouges. 

Ce diagnostic se fait aisément avec le tableau suivant : 


Cl. rubellum Cl. chromogenes | Cl. corallinum 


Colorés. 
Irréqulitrement ouatées 
ouarborescentes. 


Incolores. 


Corps microbiens . 
Lenticulaires. 


Colonies 


Incolores. 
9 


0 


rubellum (Okada, 


Odeur 
Pigment 


Bouillon glucosé. 


Laity. omits 


Pouvoir pathogéne. 


Hémolyse 
Acétone 


Acides volatils. . . 


0 
Rouge non intra- 
bacillaire. 


.|Troublé, pigment. 


? 


0) 


-+- 

Fécaloide. 

Rouge ou rouge- 
violet, non intra- 
bacillaire exige 
peptone + traces 


Troublé: non aci- 
difié. 
Coagulé puis di- 
géreé. 
a 
+ 
(0 


Trace dacétique. 


Ainsi notre espece differe essentiellement de Cl. 


qu’elle est gazogeéne et de Cl. 
ouatées et arborescentes, 


linum, 
mogenes avec 


(1) Les autres Clostridiales chromogénes 
les espéces violettes, 
lui étre comparées puisque appartenant a 


A.-R. Privor, 
édit., Paris, 


rubellum et de Cl. 
lesquelles elle forme un groupe trés homogéne. 


dautres genres ; 
Manuel de classification des Anaérobies, 
1940, 89, 95 et 105. 


+ 
Désagréable. 
Rouge corail, infra- 

bacillair e exige 
glucide + traces 


Os. 


Trovhle floconneux, 
» acidifié. 
Coagulé, non digéré 


0 

+ ; 

+- 
Butyrique __ 
Formique 


rubellum du_ fait 
chromogenes du fait de ses colonies 
de son odeur non fécaloide, de la non-digestion 
du lait et de ses propriétés biochimiques. Il s’agit done d’une espice 
nouvelle pour laquelle nous proposons le nom de Clostridium coral- 
espece d’ailleurs trés voisine de Cl. 


: Inflabilis carbonei, rose, et 
vertes ef roses du genre Hndosporus n’ont pas ad 


1 vol., 


chro- 


voir &.ce sujet: 
Masson, 
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| 
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PREMIERES RECHERCHES SUR LA CORALLINE ied 
PIGMENT DE CLOSTRIDIUM CORALLINUM P. ET R. ae 


par A.-R. PREVOT et M. RAYNAUD. 


Les anaérobies chromogénes rouges sont extrémement rares. En 
France, aucun auteur n’en avait encore isolé. Par ailleurs les pigments RS 
_ des anaérobies n’ont jamais été étudiés, bien que, a priori, leur étude i, a 
_ doive éire des plus fécondes, puisque la présence d’une substance qui Meee 
_ en général a une fonction respiratoire est au moins paradoxale chez ; 
_ des anaérobies stricts, étres qui sont sensés ne pas respirer. On touche ss 
- la une question doctrinale de la plus haute importance et nous expo- cea ah 
sons ici les résultats de nos premiéres recherches sur le pigment rouge eaves 
de Cl. corallinum, que nous appellerons « coralline ». ad 
Conditions de formation de la coralline. — La coralline apparait dans C : 
_ tes géloses profondes additionnées de certains glucides aprés quatre 4 rake ai 


> 


~ huit jours d’incubation 4 37° ; 14 ou les colonics sont trés denses, le 
- pigment n’apparait qu’en hauteur, sur 5 mm. environ, et de facon 

dégradée vers la profondeur. Le pigment diffuse de fagon uniforme 
: dans le milieu. Lorsque les colonies sont moins denses, il y toujours 
- un anneau de pigmentation plus intense a la partie supérieure, mais 1s 
' toutes les colonies sont pigmentées, méme celles du fond, alors que A uae 
dans les tubes ot: les colonies sont trés nombreuses les colonies pro- tea 
fondes sont incolores. 

Les cultures chauffées 4 100° donnent des subcultures qui produisent rome 


ne 


is 


’ encore le pigment. Le pigment se forme également 4 température eamee +.” 
- ordinaire. Le bouillon glucosé profond, en récipient ouvert, est le s 
- siége de formation du pigment qui s’accumule au fond avee les corps ee 
- bactériens, alors qu’il ne s’en forme pas dans le vide. : 
__L’eau peptonée seule et le bouillon seul n’en donnent pas. Mais le 
~ bouillon ou l’eau peptonée additionnés d’un des glucides suivants en 


donnent abondamment : glucose, lactose, mannite, dulcite, sorbite, 
~ glycérol et amidon. On peut remplacer ces glucides par les alcools y, 
~ suivants : méthanol, éthanol, propanol, butanol. I] semble que dans 
~ toutes nos expériences non seulement des traces d’oxygéene favorisent ee 
l’appartion du pigment, mais encore que des traces d’oxygéne soient 
indispensables & sa formation. :: 
Extraction. — La coralline est extractible par les alcools alipha- aa 
tigues suivants : méthanol, éthanol, propanol, butanol, amylique et EX 
isoamylique ainsi que dans l’acétone. Elle est extraite partiellement par 2 
- Véther sulfurique, Je chloroforme, Ja benzine et l’oxyde d’isopropyle. 
_ Elle n’est pratiqguement pas extraite par V’éther de pétrole, le toluéne et i 
le xyléne. L’eau distillée en dissout une trés faible quantité, insuffi- . a 


sante pour la colorer. Mais on peut mettre cette légére solubilité en 
_ évidence par l’alcool isoamylique, qui, & raison de 0,5 c. c., rassemble 


J le pigment dissous dans l’eau distillée et se colore légerement en rouge. 2 \ 
| Préparation. — Des fioles d’Erlenmayer de bouillon glucosé sont ense- 


mencées et restent quinze A vingt jours 4 l’étuve. On centrifuge et on 
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traite le culot (coloré en rouge) par du xyléne pour éliminer les lipides. 
Le résidu coloré, de consistance visqueuse, est traité par l’alcool éthy- 
lique absolu : on obtient une solution éthylique. 

Virages. — Préparées directement A partir des germes, les solutions 
éthylique et isoamylique de coralline virent au jaune par alcalinisation 
et redeviennent rouges par acidification. Les solutions éthérée et iso- 
amylique préparées 4 partir des solutions aqueuses sont violettes et 
deviennent peu a peu et lentement jaune rosé. 

Substances favorisantes. — Un glucide est nécessaire 4 l’apparition 
du pigment aussi bien dans les milieux liquides (bouillon et eau 
peptonée) que dans les milieux solides (gélose profonde). L’addition 
de 1 p. 1.000 de tryptophane au bouillon glucosé raccourcit la période 
d’apparition du pigment 4 quatre ou cing jours. Enfin des traces d’O, 
sont nécessaires 4 l’apparition du pigment dans le bouillon et la gélose. 
Ces faits ne peuvent pas encore nous permettre d’hypothése sur la 
structure chimique de cette substance, mais la nécessité de traces 
doxygéne peut tout au moins nous permettre de formuler plusieurs 
hypothéses de travail : 1° la coralline serait soit un pigment respira- 
toire, apparaissant occasionnellement en présence de traces d’O, et 
pour utiliser ces traces, ou bien 2° au contraire une substance de 
défense occasionnelle contre des traces d’oxygéne ; 3° il est aussi a 
envisager qu’eclle puisse tout simplement étre un produit de dégra- 
dation du tryptophane, de structure indigoide, qui serait A l'état de 
leucodérivé en absence d’oxygene et sous forme oxydée, colorée en 
présence d’oxygéne. 

Des recherches sont en cours pour nous permettre de résoudre ce 
probleme. 

(Institut Pasteur, Service des Anaérobies.) 


DUREE DE LA RESISTANCE ANTITUBERCULEUSE 
CONFEREE AU COBAYE PAR LE BCG 
ADMINISTRE PAR SCARIFICATIONS CUTANEES © 


par L. NEGRE et J. BRETEY 


Dans des publications précédentes, nous avons montré la valeur et 
les avantages de la méthode de vaccination par le BCG au moyen de 
scarifications cutanées que nous avons substituées aux piqdres cutanées 
multiples préconisées par S. R. Rosenthal ct que B. Weill-Hallé a appli- 
quées a la vaccination antituberculeuse de ]’enfant. 

Depuis deux ans et demi la méthode de vaccination par scarifications 
cutanées est entrée dans la pratique courante. Les résultats qui ont 
été obtenus en France et A 1’étranger, soit avec les piqdres, soit avec 
les scarifications, montrent que cette méthode est aussi inoffensive que 
Ja vaccination par la voie buccale et que dans la production de l’allergie 
elle a la méme efficacité que les autres méthodes parentérales employées 


jusqu’d présent (voies sous-cutanée et intradermique) sans présenter 
leurs inconvénients. 
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_ Pour apprécier complétement la valeur d’une technique de vaccina- 
lion, il faut tenir compte du délai plus ou moins long qui lui est 
necessaire pour conférer l’immunité et de la durée pendant laquelle 
celle-ci se maintient. Ces deux.considérations ont une trés grande 
importance dans la prémunition antituberculeuse. 

Lorsque l’enfant ne peut pas étre séparé du milieu tuberculeux dans 
lequel il vit, il y a tout intérét & lui donner le plus rapidement possible 
la résistance antituberculeuse qui doit le préserver de la contagion. 
Dans les cas ot cette séparation peut étre faite, la rapidité d’action du 
vaccin diminue la période d’isolement souvent mal acceptée par la 
famille. 

D’autre part, toute méthode de vaccination qui donne une résistance 
prolongée s’imposera toujours par le fait qu’elle évite des revacci- 
nations fréquentes. 

Nous avons déjé montré que de toutes les techniques employées la 
vaccination par scarifications cutanées est celle qui produit l’allergie 
et la résistance antituberculeuse dans le délai le plus court (dix a 
douze jours), alors qu’aprés la prémunition orale plusieurs semaines 
s’écoulent avant l’apparition de la sensibilité a la tuberculine dans les 
cas ou elle se produit. 

Il nous restait 4 préciser la durée de la résistance conférée au cobaye 
par le BCG administré par scarifications cutanées. 

S. R. Rosenthal avait déja vu qu’aprés la vaccination par piqdres 
cutanées multiples les cobayes continuent 4 réagir a la tuberculine au 
bout d’un délai de trois ans, mais il n’avait pas étudié la résistance 
antituberculeuse de ces animaux. 

Pour nous éclairer sur ce point, nous avons, au début de 1940, 

entrepris des expériences dans une ferme de 1’Institut Pasteur sur un 
certain nombre de cobayes adultes de 350 g. environ. Ces animaux, 
nés et élevés dans cette exploitation rurale 4 l’abri de toute contami- 
nation tuberculeuse, ont été vaccinés par 4 traits de scarifications de 
1 cm. de longueur effectués sur la peau de la nuque dans I goutte 
de la suspension de BCG contenant 5 mg. par centicube: Pour les 
préserver de toute infection accidentelle, ils ont été gardés dans cette 
ferme jusqu’au moment ot ils ont recu 1l’inoculation virulente 
ad’épreuve. 

L’un de nous, aprés avoir suivi chez ces animaux l’apparition de 
-lVallergie et en avoir mesuré l’intensité, a déja publié les résultats 
qu’il a obtenus. Tous les cobayes vaccinés ont réagi positivement a une 
injection intradermique de 0,01 c. c. de tuberculine un mois aprés 
leur vaccination et sont encore sensibles A cette substance au_ bout 
d’un délai de trois années. 

Ils ont été divisés en trois lots qui ont été éprouvés, ainsi que des 
cobayes témoins, un, deux, trois ans apres leur vaccination par injec- 
tion sous-cutanée de bacilles tuberculeux humains virulents. Par suite 
des événements de juin 1940, une grande partie de ces cobayes a été 
“perdue. Nos expériences portent donc sur un nombre d’animaux beau- 
coup plus restreint que celui qui avait été prévu. 


Expirience I. — 5 cobayes sont vaccinés par scarifications cutanées 
(A traits de 1 cm. de longueur) dans I goutte de la suspension de BCG 


contenant 5 mg. par centicube. ide Ay ‘ 
Ils réagissent positivement 4 une injection intradermique de 0,1 c¢. ¢. 
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de tuberewine au 1/10 effectuée dans les délais de un mois el un an apres 
leur vaccination. . 


ay, yt 1 


Au bout de ce dernier délai (un an aprés leur vaccination), ils regoivent par — 


la voie sous-cutanée, ainsi que 6 cobayes témoins non vaccinés, 1/5.000 de 
milligramme de la souche de bacilles tiberculeux dorigine humaine n° 239. 
‘Tous ces cobayes sont sacrifiés six semaines aprés Vinoculation de bacilles 
virulents. Les cobayes vaccinés présentent des lésions des ganglions ingui- 
naux et sous-lombaires un peu moins prononcées que celles des cobayes 
temoins. Tous leurs organes (rate, foie et poumons) sont indemnes de 
lésions, alors que chez les 6 cabayes témoins les rates présentent de trés 


“nombreux tubercules et que, & part 1 cobaye, le foie et les poumons ont 


des tubercules plus ou moins nombreux. 


Le retard de Vinfection chez Jes cobayes vaccinés et éprouvés un an 


apres leur prémuniltion est done semblable 4 celui qu’on observe chez — 


les cobayes vaccinés de la méme facon et éprouvés trois ou quatre 
semaines apres l’administration du BCG. : 


Exp. Il. — 5 cobayes sont vaceinés par scarifications cutanées (4 traits | 


de 1 em. de longueur) dans I goutle de la suspension de BCG contenant 
5 mg. par centicube. Un mois, un an et deux ans aprés leur vaccination, 
ils réagissent positivement & une injection intradermique de 0,1 c. c. de 
tuberculine brute diluée au 1/10. 

{Is recoivent, deux ans apres leur vaccination, ainsi que 7 cobayes 
{émoins non vaeccinés, 1/5.000 de milligramme de la souche de bacilles: 
tuberculeux Morigine humaine n° 239. ‘ 

3 cobayes vaccinés meurent en cours d’expérience. Les cobayes vaccinés 
survivants et les cobayes témoins sont sacrifiés sept semaines aprés 
lépreuve virulente. Les cobayes vacecinés ont des lésions des ganglions 
inguinaux et sous-lombaires & peu prés semblables A celles des cobayes 
témoins. Aucun deux ne présente de Iésions sur la rate, le foie et les 
poumons. Par contre, tous les cobayes témoins ont de trés nombreux tuber- 


cules sur la rate et des tubercules plus ou moins nombreux sur le foie 
et les poumons. ; 


Deux airs aprés la vaccination par scarifications, la résistance anti- 
tuberculeuse des cobayes était la méme qu’au bout d’un an. 


Exp. IT. — Un grand nombre de cobayes sont vaceinés par searifications 
cutanées (4 traits de 1 cm. de longueur) dans I goutte de la, suspension 
de BCG contenant 5 me, par centicube. 

Ils réagissent positivement A une injection intradermique de 0,1 ¢. ¢. de 
tubereuline brute au 1/10, un mois, un an, deux ans et trois ans aprés leur 
vaccination. Deux dentre eux seulement peuvent ¢tre éprouvés trois ans 
apres leur vaccination, ainsi que 7 cobayes témoins, par injection sous- 
cutanée de 1/5.000 de milligramme de la souche de bacilles tubereuleux 
@origine humaine n° 239. Tous sont sacrifiés sept semaines aprés cette 
épreuve. Les lésions des ganglions inguinaux et sous-lombaires des cobayes 
vaccinés sont 4 peu prés semblables A celles des cobayes témoins. Mais 


alors que les tubercules sont tres nombreux sur la rate, le foie et les 


poumons des cobayes témoins, les cobayes vaccinés n’ont que 1 ou 2 petits 


tubercules sur leurs rates avee leurs autres organes indemnes de toute 
lésion, 


Trois ans aprés leur prémunition, les cobayes vaccinés ont done une 
résistance antituberculeuse manifeste, quoique peut-Clre un peu moins 
prononcée qu’au bout de un an et deux ans. 
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Il ressort de ces expériences que la résistance antilubcerculeuse conférée 
au cobaye par le BCG administré au moyen de scarifications cutanées 


se maintient pendant au moins trois années. 


La méthode de vaccination par scarifications n’a donc pas seulement 


Dy es ae Me . Sites 5 . . 4 elehir: 
Vavantage de sa grande simplicité d’application, de son innocuité, de 
sa rapidité d’action et de son efficacité. Elle est caractérisée par le pro- 


longement de son action, ce qui, dans la pratique courante, permetira 
@éviter des revaccinations aussi fréquentes qu’avec Vemploi des autres 


_méthodes de prémunition par le BCG. 
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A PROPOS 
DE LA PRODUCTION D’ACETYL=<METHYL-CARBINOL 
PAR CERTAINES SOUCHES MICROBIENNES 
ET DE SA MISE EN EVIDENCE 
DANS LES MILIEUX DE CULTURE 


par R. PIROT, M. BUURGAIN, et J. DUFAU-CASANABE 


Nous avons montré dans deux publications récentes (1) que l’acétyl- 


ft méthyl-carbinol (A.M.C.) pouvait étre facilement décelé par la mise 


- en évidence de l’osazone correspondante et que certains facteurs d’oxydo- 


réduction, comme l’acide fumarique, jouaient un réle important dans 


(1) Ass. Micr. L. Franc., ces Annales, 1943, 69, 313. 
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sa formation. En milieu synthétique type O’Meara (2), privé d’acide 
fumarique, nous avons établi que la recherche de 1’A.M.C. devait étre 
effectuée entre le sixiéme et le quinziéme jour de culture, tandis qu’en 
présence d’acide fumarique on pouvait le déceler au bout de vingt- 
quatre ou quarante-huit heures seulement d’incubation : de plus, en 
milieu peptoné, glucosé & raison de V gouttes d’une solution de 
glucose 4 30 p. 100, pour 10 c. c. de milieu, des résultats positifs peu- 
vent étre enregistrés dés le quatriéme jour d’incubation a 37°, au 
moins dans les cas les plus favorables. 

Nous avons repris cette étude sur 11 souches d’Aerobacter, isolées et 
identifiées au laboratoire de Toulon, et qui fournissent toutes de 
VA.M.C. aprés quarante-huit heures de culture en milieu synthétique 
enrichi d’acide fumarique. 

En milieu synthétique type O'Meara, sans acide fumarique, au bout 
de quinze jours, 7 souches seulement sur 11 fournissent de ]’A.M.C. 
(reconnu par son osazone) ; apres vingt jours d’étuve, on en trouve 8 
sur 11. En milieu eau-peptonée glucosée, 10 souches sur 11 sont déja | 
positives aprés sept jours d’étuve ; aprés prolongation 4 vingt jours 
de Vincubation A 37°, la proportion reste la méme. Ce dernier milieu, 
au cas ot l’on ne dispose pas d’acide fumarique, est donc nettement 
préférable aux milieux synthétiques, mais il ne suffit pas pour affirmer 
qu’une souche n’est pas productrice d’A.M.C. 

Conclusion. — 1° A défaut d’acide fumarique, une culture en’ eau 
peptonée, glucosée 4 V gouttes d’une solution de glucose A 30 p. 100 
pour 10 c. c. de milieu, donne, aprés sept jours d’étuve a 387°, 90 a 
95 p. 100 de résultats positifs alors qu’en milicu synthétique type 
O'Meara le pourcentage de la positivité s’établit entre 60 et 65 p. 100 
pour une méme durée d’incubation, et entre 70 et 75 p. 100 aprés— 
vingt jours de culture. 

90 La culture en présence d’acide fumarique doit étre Bye lene’ 
ment pratiquée avant d’affirmer qu’une souche d’Aerobacter n’est pas. 
productrice d’acétyl-méthyl-carbinol. 


(Travail du Laboratoire de Bactériologie 
de lV’Arrondissement maritime de Toulon.) 


(2) Le milieu originel de O’Meara a la composition suivante : 


Phosphate bipolassiquG.7i%. suspie ease Sak oars ee ene ae Oe 
Phosphate bi- ammoni(e 
Sulfate de magnésium 
Acide” Pumariquamcere a To yee. tiny, aes ies make) a 
Glucose: s0c¥s, madesia. 
Citrate de soude. . . 

Eau distillée 
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. AU SUJET DU COMPORTEMENT DU COBAYE 
A LV’INOCULATION PERITONEALE 
DE VIRUS TYPHIQUE HISTORIQUE 


par Paut GIROUD et René PANTHIER. 


On connait le comportement classique de la souche historique de 
Nicolle, le seul symptéme apparent de la maladie est Vhyperthermie 
débutant les septitme et huititme jours et disparaissant le quinzidme 
jour. Nous avions déja, en 1936, cherché A produire pour cette souche 
une mutation en nous servant du régime de carence. Nous avions pu 
‘ constater 4 cette époque et dans ces conditions, pour le virus histo- 
rique, une réaction scrotale et un trouble d’évolution cyclique de 
Vinfection. Le virus localisé au niveau de la vaginale pouvait étre dans 
ces mémes conditions passé d’un animal a l’autre sans que l’on puisse 
fixer ce caractére d’une facon définitive (1). 

Aussi aprés avoir noté le comportement du cobaye a la suite de 
Vinoculation de doses massives de virus du typhus historique (2), repré- 
senté par du poumon de lapin, et la fréquence au premier passage, 
.4 partir du caillot sanguin humain de sujet atteint de typhus 4 pou, 
d’une périorchite avec de mnombreuses rickettsies dans _ 1’exsudat 
vaginal, nous avons étudié les réactions du cobaye vis-a-vis de deux 
souches, l’une souche historique passée par lapin, l’autre souche 
récente. La premiére était celle de Nicolle Tunis Rabta, au soixante- 
dix-huitiéme passage sur lapin et entretenue de poumon A poumon, 
ja deuxiéme venait d’étre isolée d’un typhus sévére contracté en 
Afrique du Nord. Nous avons employé pour comparer ces deux virus 
deux modes de conservation différents, utilisant des passages cerveau 
rate —> péritoine d’une part, des passages vaginale rate —> péritoine 
d’autre part. 

Ces derniers essais ont été effectués sur des cobayes européens de 
poids variables et non sur des agoutis de poids élevés, animaux que 
nous avions toujours utilisés jusqu’a présent. Nous devons noter aussi 
qu’étant donné les restrictions présentes, le régime de ces cobayes est 
fort irrégulier et bien différent du régime habituel de nos animaux 
d’expérience qui était composé de graines, de feuilles de choux et de 
foin. ; 

1° Souche de Nicolle passée sur lapin. 

Les passages de la lignée cerveau rate —> péritoine nous ont montré 
les symptomes suivants chez le cobaye. Comme nous lVavons déja écrit, 
Vinoculation de poumon trés infecté provoque une réaction scrotale 
s’accompagnant de fiévre élevée et précoce. L’inoculation de broyage 
de cerveau et de rate fait disparaitre ces sympt6mes anormaux, Vincu- 
pation augmente et l’on obtient rapidement la maladie classique avec 
transitoirement quelques réactions scrotales. 


(1) P. Grroup, C. R. Soc. Biol., 1936, 1 i 
(2) P. Grroup et R. PANTHIER, ces Annales, 1942, 68, 95 et 381. 
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oe Les passages vaginale rate —> périloine permeltent au contraire — 
ee t dentretenir la souche sous une forme ot celle-ci présente une réaction 
“A ae scrotale. Nos essais ont été poursuivis jusqu’d& la huitidme “génération. 
ey : l.es rickettsies, tres nombreuses dans le frottis de vyaginales, pour les 
pave. premiers cobayes, ont diminué cependant au cours des passages. La — 
ea ive? réaction de ces animaux était donc tres différente de celle généralement 
ites décrite pour la maladic classique provoquée par le virus historique. 
jo ae Lors d’essais antérieurs faits sur .des agoutis et dans d'autres condi- 
a Ff lions, un de nous n’avait pu réussir, pour ce méme virus conservé 
eae) uniquement sur cobaye, 4 maintenir ce type de réaction spontanément 
7 et constaté (2). 
a 2° Souche au départ de Vhomme. 
; y < Les passages cerveau rate —~ péritoine provoguent la maladie clas- 
nd o sique avec incubation longue sans orchite — tandis que le passage 
. ae conséculif & Vinoculation du caillot sanguin humain provoque souvent 
vi Ae une réaction de Neill-Mooser. 
ees” Les passages vaginale rate ., péritoine permettent d’cntretenir la 
sii réaction scrotale constatée & Visolement. On a pu voir les rickettsies 
fe +h dans l’exsudat jusqu’au cinquiéme passage. | 
Bite. Fi! Il est bien entendu que pour ce cas il s’agit bien d’un virus épidé- 
me <a mique puisque cette souche n’était pas pathogéne poe le rat ; ce sujet 
(2a avail cependant contracté son infection a Bizerte méme. Nous avons | 
AQtse tenu a signaler ce cas en notant que les passages cerveau rate provo- 
n har quent la maladie classique sans réaction scrotale. Aussi dans nos 
a conclusions ne tiendrons-nous pas compte de ce cas. "Alas 
pl, On peut donc, suivant les modes de conservation et en partant dune 
Le a souche conservée sur lapin, modifier la maladie typique du cobaye 
ie 5 infecté de virus historique, écourter le temps d’incubation, provoquer 
tf P ~ Vorchite, ou au contraire provoquer la maladie classique avec incubation 
ye / 3 _longue. Il est done impossible, dans ces conditions expérimentales, 
fy de différencier sur le cobaye un typhus historique d’un typhus murin 
ek puisque, suivant le mode d’entretien de la souche, on peut obtenir 
‘A Jes deux types classiques de réactions. 
ee Aucune erreur n’a pu sec glisser dans cette expérimentation, les 
Bats souches de virus murin, que nous possédons, étant stockées A basse 
pee Br température et restant inutilisées depuis plusieurs années. 
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ASSOCIATION DES MICROBIOLOGISTES 
DE LANGUE FRANCAISE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


EXTRAIT DES STATUTS : 


Article premier. — L’association dite Association des Microbiologistes 
de Langue Frangaise, fondée en 1937 & Paris, a pour but de grouper les 
Microbiologistes de langue francaise et de créer entre eux un lien. Elle 
a son siége a Paris. 


Elle se compose de membres nationaux et de membres étrangers de 
toutes langues. 


La langue frangaise est la langue officielle des Congrés de 1’Association. 

Art. 2. — Elle est instituée uniquement pour l’étude et la discussion 
en commun de toutes les branches de la Science microbiologique. 

Art. 8. — Peut faire partie de ]’Association toute personne. remplissant 
une fonction scientifique dans un laboratoire de Microbiologie (Microbio- 
logie, Pathologie infectieuse, Immunologie, Chimiothérapie, Cancérologie), 
ou ayant publié des travaux de Microbiologie. 

Art. 9. — Les auteurs des communications et démonstrations devront 
étre membres de l’Association. Les étrangers 4 ]’Association ne seront 
acceptés comme auteurs que s’ils ont pour co-signataires un membre de 
l’Association, ou s’ils ont été invités par le Bureau a faire une communi- 
cation, ou si un membre de l’Association ayant assisté aux recherches 
rapportées se charge de discuter le travail en séance. 


Les membres francais de ]’Association constituent ipso facto et de 
plein droit, la SECTION FRANCAISE de ASSOCIATION INTER- 
NATIONALE DE MICROBIOLOGIE. 


En dehors des Congrés, dont la périodicité et la date sont fixées 
par l’Assemblée Générale sur la proposition du Bureau, )’ Associa- 
tion se réunit en séances consacrées 4 des communications scien- 
tifiques, le premier jeudi de chaque mois (aodt et septembre exceptés), 
a& 16 heures. Les séances ont lieu au Grand Amphithéatre de |’ Institut 
Pasteur ; elles sont publiques. 

Les membres désirant présenter des communications sont priés 
d’en aviser le Secrétaire général, et de lui en communiquer le ttre, 
pour permettre ]’établissement de l’ordre du jour de la réunion. _ 

Le texte des communications doit étre remis a la séance, établi 
ne varietur, en exemplaire dactylographié original. La bibliographie 


des auteurs cilés sera établie, conformément aux régles admises par 
l’Association Internationale de Microbiologie, dans l’ordre suivant : 
nom de l’auteur, titre du périodique (en abrégé et en italiques), 
année de publication, tome (en chiffres arabes gras), page. Les 


signes t., p., etc., sont supprimés. Les abréviations des noms de | 


périodiques courants figurent sur une liste qui sera adressée aux 
auteurs sur leur demande. Les figures illustrant le texte doivent étre 
remises avec leurs clichés typographiques, sinon il pourra en résulter 
des délais de publication. La Rédaction se charge, le cas échéant, 
de faire. faire tous les dessins, graphiques, tracés, et de faire clicher, 
aux frais des auteurs, tous les documents qui lui seront adressés & 
temps, soit huit jours au moins avant la séance, pour parution dans 
le numéro suivant des Annales de V'Institut Pasteur. 

En raison des restrictions apportées aux publications par les 
circonstances actuelles, le texte de chaque communication ne pourra 
occuper plus de deux pages de Vemplacement réservé dans les 
Annales de l'Institut Pasteur, soit environ 1.200 mots. Les références 
bibliographiques et les clichés, s'il y en a, seront compris dans. cet 
espace. Toute communication dép assant ce maximum sera retournée 
&’ son auteur, ou devra avoir été préalablement acceptée par la 
Rédaction des Annales de UJInstitut Pasteur, pour y paraitre en 
Mémoire. 

Le Secrétaire général ; P. Lipine. 


Seances du 1* juillet et du 7? octobre 1943. * 
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